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Ia I-asparaginzses en foras de un preparazdo

a

de enzinmas mds o menos en bruto ¢ conocidsa. Se ha

(L\
o}

extralic, segin métodcs usuzles en la guimica de las

enzinas a2 pertir de materiales animales o vegetales

¥ =o ha enriguscido. la enzims disocis el enlace ani-

POOR
QUALITY



10.

15.

20.

30.

da en la I-asparagins con lo que se forme dcido L~aspér

tico y amoniaco. El amoniaco se puede dsterminar colori-

nétricamente con sl reactivo de Nessler y de ésta menera

se dispone de un método de medicidn para la L-asgparagi-

'masa (Cancer Research 26, 2213-17 (1966) ).

Como le unidad de I-asparaginasa no ha sido
definida ain en forma totelmente concordante se fija'
aqul como sigue:

Una unidad (unidad de 30 minutoé) de I-~aspara-
ginasa es aquella cantidgd-que,.a 37°C y aun pi ds 7,2,
en un periodo ds 30 minutos, disocia viyu mol de amonig-
co de la L-asparagina., Por lo qus se gprecis de la lite-
raturﬁ hagta ahora solo se han descrito preparados ds
I-asparaginasa que contienen como miximo unas 1000 U/mg
(Biochemistry 6, 721 {1967) ).

La preparacidn se efectud, entre otros, a par-
tir de células de E. coli de las cuzles se libterd la an-
zima mediente tratamiento con. ultrasonido y las sulncio-
nes en bruto se saturaron varcislments con sulfato amd-
nico. La enzima se precipita entonces en forma de sal ¥y
se pueds seguir senrigusciendc entonces mediante la cro-
matografia de columna usual en la quimica de las enzimas.
Ia I-asparaginasa tiene, despuds de la inyeccidn, un
efecto nocivo paras aquellos tumores Que necesiten pafa
su desarrollo l-agparagina. Se viene, pués, empleandg.
clinicamente cada vez en major gscala =in que hasta @ho-
ra hubisse side posible disponer de las cantidades nece~
sarias (Proc. N.A.3. 58, 1516-1S (1966) ). Ha adguirido
ana gren importancia en la msdicina pars cembatir el cre-

cimiento maligno.
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‘Se ha descubiertc zhora que é; pueds snrigue-—
cer la L-asparaginasa ¢ bien obtener L-zsparaginasa
cristalizada sf, segln la presents invencidn, preferen—
temente después de separar los pirdgsncs, las solucio-
nes acuosas en bruto de L-asparaginasz, en casgo dado
despuds de adicionar urea u.otras amidas que rompan los
puentes de hidrdgeno, se mezclan con polialguilenglicol
¥y los precipitados esi obtenidos, gue contienen L-aspa-
raginasa, se aislan y en caso dado se sigusn purifican-
doe

Siempre que solamente en las soluciones acue~
sas en bruto de L-asgparsginasa se produzcan precipita-
dos con polialguilenglicol y éstos se descompongan se-
gin wétodos en s{ conocidos s8 proceds segln el proce-
dimiento ds la presente invencidn mezeclando las solucic-
nes de enzima en bruto, que contienen 1 - 30, preferen-
temente 1 - 1055 de L-asparaginasa, con solucionss acuo-
gas de polialguilenglicol, preferentszente de polistilen-
glicol. Aqul se encuentra la concentracidn éptima de la
solucidn para el precipitado en un 40 hasta 60% de eti-
lenglicol; sin embargo, también se pueden smplear solu-
ciones de concentracidn considerablemente inferior. Zl
peso molecular dptimo del polietilenglicel empleado_sa.
encuentra entre 1000 y 5000,

Los pescs moleculares infsriores y superiocrss
no son tan adecuados. Las soluciones acuosas de polie-
tilenglicol mencionadas se agregan hasia una eoncentré—
cibn final del 15-40% preferemiexsnte del 18-30%k. EL se-
dimiento que se forme se centrifuga, o la solucidn cla-
ra, gua sobrenada, se le agregs mis solucidn de polieti-

lenglicol, gs vuelve a centrifugur 7 dste nroceso se
] ] o J <«
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roplte tantas veces como se quiera. Algunos de 1os pre-~

cipitados que se obtienen en esta ffaccloracié contlia—

" nen principalments matsrial bioldgicamente active, ade-

nas de reducidas cantidadss de protelnas inertes. Ia
purificacidn de los precipitados del polietilenglicol
adherido se puede realizar disolvidrdolos en agua, li-
berando la solucidn de los componentes insolubles y pro-
ciritando con un exceso de acetbna. La L-asparsginasa

ge precipita en forma de copos mientras gue sl polie~

_tilenglicol se mentiens en solucidn. También as posible

Qracipitar con otros disolventss, tales come, pox ejem~
plo, con alcoholaes inferiores. Por oira parte se puede
extrasr el polistilenglicol de la solucidn dal precipi-

tado, ademds, con aquelWOS disolventes que no degraden

.la engima y que no sean hidromiscibles, por e;emplo,

con diisopropilé%er. Del precipitado disuelto ss posi-
ble extraer sl polietilenglicel, cuyc peso molecular no
debe oobrepasar la cifra de 10,000, mediante 4idlisis

¥y obtener la e¢nzima mediante llozlllza01on de las pariss

no dializables. Psro tanbidn es posible secar

19
12
L]
L33
[e2
)
'..
1

pitadc y extraer entonces con acetona u otros disclven~
i85,

Convenientements sg rsalizan estas operscionss
2 unz temperatura que pueds encenirarse entre 0 y +409C.
El prscipitado de la enzima es indepandisnte del pH da
las soluclones acuosas. Se trabaja convenisniements sn
gonas pE comprendidas entre 4 y 10 '

Para la realizacidn del procedimniento son tam—
bién adecuados otros poliglicoles, por ajemplo, 2l poli-

propilenglicol. -
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Por un equipo de investigacidn americano, se
deseribid en el afio 1967 un procedimiento para el frac-
cionamiento parcial ds suero, o bién de plasma, con po-
lietilenglicol (Fed. Proc. 1967 pig. 3218).

El precipitado selective de una enzime deter-
minada, tal como por ejemplo de la l-asparaginasa, con
soluciones de polietilengliccl, no tiene haste ahora
analogfa en la quimica de las enzimas.

la ventaja del nwevo procedimiento, en compa—
racidn con los métodos hasta ahora conocidos, por ejem—
plo, sl conocido precipitado con sulfato amdénico para el
enriguecimiento de la I-asparaginasa consisie en los si-
gulentes puntos:

1. Practicaments =se fﬁeden emplesar cantidades
erbitrerias de asparaginasa en bruto sin disminuir, por

ello, los rendimientos.

2. Se trabaja en soluciones acucses muy concen~
tradas. De esta mansra se puedse obiensr la enzimalen fore-
ma enriquecida fdcilmente por precipitacidn con disolven-—
tes o por liofilizacién. -

3. El polietilenglicol en excego ss pusde eli-
miner facilmente conrdisolventes.

4, El procedimiento revresenta un paso esencial
en el canmino hacia la obtencidn da la esperaginasa cris-
taelizada. '

El método descrito conduce sn dog etapas de
precipitacidén desde la asparaginasa en bruto con aproxi-
madamente 3 hasta 4 U/mg de sqstancia a producios con un'
grado de pureza de 70 hasta 80 U/mg de sustancia.

Pera le splicacién ciinice Ge la L-asparaginasa

es necegario, sin embsrgo, cleévar el grado de pureza
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pracficamenﬁé alcangable hasia sl valéf néximo posible.
Ademéds, el procedimiento para lograr ssta mota deberd
poder realizarse a escala técnica.

Se ha descublerto ahora igualmente, gue se
puede me jorar considerablemente la selectividad del pre-
cipitado con polietilenglicol si a la solucidn d¢ I-as-
paraginasa se le agrega, antes del precipitado, trea
u otras amidas destructoras de enlaces de puente de hi-
drdgeno.

De esta soluciép ge precipita la L-asparagi-
nass soiamente bajo concentraciones reiatiﬁamente sltas
de unos 150 hasta 200 g de polietilenglicol/litro de so-
1ucién, mientres que las proteinas inertes y las demds
impurezas se precipitan a concentraciones mucho més ba-
jas, ¥y esto a concentraciones idénticas que en la preci-
pitacién de solucién libre de drea.

Convenientemente se realiza esta operacidn a
una temperatura que puede encontrarse entrs -4 y +40°%,
El precipitado de la enzima de la solucidn acuocsa es,
en sl margen pH de 6 hasta 10, independientemente dsl
valor del.pHo

La Grea qus queda en ¢l sedimento del preci-
pitado de polietilenglicol se pueds eliminar, por ejenm-
plo, medianis recogida del sedimento y nuseva precipiﬁa—
cidn ulterior con pelietilenglicol. |

| " BEn lugar de Urea se pusden emplear tambidn
otras amidas que destruyan enlaces de pusnte de hidrd-
geno, por e jemplo, guanidiha, formamida, acstenida y
otras amldas hidronsolubles. Sobre él sfecte degradador

de la Yrea y de otras amidas uobre las proteinas se
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informa en varios lugares (por ejemplo, J. Biol. Chem.
123 (1938) pdg. 543).

Le ventaja de la mencionade etapa adlclonal
del Procedinmiento consiste sn lo siguiente:

1+ Con dos etapas de precipitacidn se logra
un grado de pureza de la L-asparaginasa como hasta aho-
re no fue posibls en escala técnica.

2. Debido a la propiedad facilitadorsa de 1la
solucién de, por ejemplo, drea, se puede trabajar en
soluciones acuosas mds concentradas de L-agparaginasa,
con lo que el procedimiento +tdcnico gana considerable~-
ments en sencillegz.

3. Los resultados de un precipiiado con polie-

tilenglicol se pusede reproducir mejor en presencia de,

por ejemplo, trea, a pesar de la constitucidn variable
de las asparaginasa en bruto.

4. Bl procedimiento representa un avance ain

mayor en el camino hacia la obtencidn de la asparagina- -

ga cristalizada. Con los métodos de la quimice de las
proteinas usuales para ello, por sjemplo mediente Pro-
cipitacidn con lig 50, (NH4)ZSO4, acetona, e%c. ss lo-
gra hacer cristalizar la snzima.

Se ha descubierfo shora iguelmente que se puede
me jorar més alin el grado de pureza de la L~asparaginasav
si la enzima, una vez purificade mediar e precipitacidn
con polietilenglicol, con una aoﬁ.v1' ad da 100 hasta 150
U/mg de proisina, se somete a precmplﬁacién en el punte
isoeléctrico de la enzima.

En su punto isoelécirico, cuyo pH a3 aproxima-

dagente de 4,9, la enzima Yiens wia solubilided inTerior -
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que todas las restsntes proteinas aun existentes en X

solucidén. IEsto conduce a una precipitacidn en forma

.de copos de la L-asparaginasa que se puede gpoyar me-

diente adicidén de cantidades peguelias de polietilengli

.col o de disolventes orgdnicos miscibles con agua. Con

venientemente se efectta esta operacidn ajustando el
valor del pH entre 4,9 y 5,5 aproximadamente y reali--
zando la precipitacidn a temperaturas bajas. .

Las ventajas del preocadimiento segﬁn la pre-
sente invencidén, en comparacién con el método del po-
lietilenglicol solo o modifiéado como antes se ha men—
cionado, consisien en lo sigﬁiente:

- 1) Wo se necesitan, 6 sélemente se necesitan
pequefias cantidades de agente de precipitacidn.

"2) Se llese, partiendo de una zetividad espg
cifica de la I-asparaginasa enire 100 y 150 U/mg de -
proteina, a une actividad especifica de hasta 190 U/ﬁg
de proteina.

3) El método suministra el productc de parti
da pera la cristalizacidén de la I-asparaginasa.

En la obtencidn de preparados de I~aspursgina
sa, por ejemplo, de E. coll segun métodosrque han sido
deseritos por Campbell et al/ Bicchemistry 6 (1967) Piz.
721 hasta 730, alll wlterior literaturaz/ se arrastran
pirégenos de las células del coli al producto fin

Asimisme es posiblg que durante la'elaboracién,
que en su mayor parte se ha de rezlizar sn agente acuo~

lleguen impurezas a los preparadcs de I-aspars

£

utl
B
1

sa que acitan pirégenamente. A pesar de muchos esiverzos,

hesta shora no se ha logrado ovlene
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libre de pirbgenos. Tampoco los métodos usualesliara la
eliminacidn de los pirdgenos, talss como la filiracidn
a través de capas clarificadoras, métodos de absorcidn
con hidroxilapatita, hidréxido de aluminio, silicatos,

‘

ademds con resinas sintéticas, condujeron a éxito algu-
no. Tampcco la cromatografia en geles de dextrano sin
radicales lonizantes o en dietilaminoetilcelulosa segin
Campbell tuvo éxito,

Se ha descublerto ahora que-los pirdgenos de
los preparados de L-asparsginasa en brutc se puedsn eli-
minar con ayuda de geles dietilaminostildextrano { DBAE-
dextrangel) disolviendo la enzima exn soluciones tampones
de electrolitos débiles, la solucidn asi obitenida se
agrsga, o bién segin el mdtodo crometogrifico a una co~
lumna del dextrangel esponjado y equilibrado con el mis~
mo tapén y la L-asparaginasa se fracciona mediante con-
centracidn creciente de sal y Se eluys, o se mezcla ga-
gin el método de Batch con el dextrangel, la suspensién .
se filtra, o se cenirifuga, y 1a enzima ligada al gel se
eluye con fHampones adecuados de concentracidn més ele-
vada de sal.

En el procedimiento cromatogrifico se disuel-
ve el preparado enzimdtico en bruto en soluciones tam-
pén de concentracién 0,02 If sproximedamente, preferente-
mente disoluciones tampén de acetato ambnico o formiafo
en le gzona neutra o debilmenrte alcalina, aproximadamente
a un ?H de 7 a 8,5, no debiendo estar demasiado concen—
trade la solucidn que =8 forma. Preferentemente se om—
plean soluciones al 1 hasta 2% de la enzima.

El dextrangel se esponja primeramenté an el
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nismo tampdn y se equilibra cambiande varias vecss el
tampén. Se llena después en columnas &s crounaiosrafia
ascendiendo la relacidn entre didmetro y aliura del la~
cho de 1: 3 a 1: 30. La solucidn enzimética ss viarte
éobrs la columna elevdéndose la velocidad de paso de 2

2 3e seccidn de le columna. La elu-

a 4 cc/hora y por cm
cidén se efectia con un contenido creciente de sal sn la
disolucidn tampdn, preferentemenie con un aumento lineal;
sin embargo, tembién es posible aumentay escalonadamente
la concentrdcién del agents de elucidn. La.enzima se elu~

ya por los iones acetato o concentracionss ds 0,08 i ¥

. més,

La purificacidn se puede efectuar tambidn se-

glin el procedimiento de Batch vertiendo la solucién enzi-

mitica al dextragel DEAE esponjado y zjustade el pE a

)

7,5, La enzima se absorbe por el zel y después de laver
a fondo sl gel sobre un filtro a.vacio, o0 con ayuda de
una centrifuga, se puede eluir con soluciones de sal de
concentracidén adecuada. La ventaja de este procedimiento,
en comparacidn con el procedimiento de la columna, ¢S gus
se pueds trabajar en forma sencilla con grandes cantida-—

des. El inconveniente consiste en gue la separacidn de

-las sustancies contaminenites es mencs rigurosa y sn qus.

se necesita una cantidad mayor de liquido para la eluciln.

El aislamiento de la I-asgparsginasa de la solﬁ—-
c¢idn en forma sdlida se pueds realizar segin métodos co-
nocidos, por ejemple, la liofilizacidn, en caso dado dos--
puds didlisis o medisnte precipitacién con polietilengli-~
col o acetona.

Segin el procedimiento de la praesente invencidn
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se obtienen, partiendo de preparados con aproximadamen—
te 20 hasta 100 U/mg, preparados puros con 180 hasta

220 U/ng de proteina que estén libres de productos pird-
genos contaninantes. Egtos preparados son adecuados pa-
ra su aplicacidn en la quimicoterdpia. | ‘

Otro método para separar eficazmente la Lfaspa-
raginasa de los pirdgenos consiste en calentar.la'sblu-
cién enzimdtica, preferentemente en una concentracidn
de 0,5 - 15%, en presencia de un aminodcido, con un pH
entre 7,0 ¥ 9,2, prefenentemente enire 8 y 9, a 40 hag-
ta 61°C, liberar la solucidn de los productos acompafian
tes procipitados y a continuacidn sfectuar un precipite-
do con un pH 4,5 hasta 5,5 con solucidén ds polietilen~
glicol. -

Para la realizacidén del procedimiento segin
la presente invencidn se le'agreganra las soluciones
al 0,5 hasta 15% de L-asparagiﬁasa con aminodcido, pre-
ferentemente glicerina, en cantidades de 1 hasta 10p,
a temperaturas de -~10 hasta +65°C. El pH de ésta solu-
¢idn se ajusta entre 8 y 9. Convenientemente se mantie~
ne la solucidn entonces a +50°C durante 1 hasta 5 dias.
La solucidn sobrenadante-se ajusta a un pH de 5,2 y se
precipita con polietilenglicol. El material asi obteni-
do ge compone de L-asparaginasa enriguecida, libre dg
pirégeno o bien pobre de pirdgenoc. '

Este procedimiento ofrece las siguientes venta~
jass B

1. Los pirdgenos se pueden separar con més
seguridad gue por los métodos hasta ahora conocidos,

s P

2. Simultancamente con la eliminacidn de log
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pirdgenos se aumenta considerablemente la actividad es-

pGlelca de la enzima L-asparaginasa.

. Tambidm otro procédl ento para la obiencién
de I-asparaginasa libre de pirdgeno aprovecha el sfec—
to estabilizador ds la glicina debide & que en este pro-
cedimiento la enzima se calienta gn presencia de un ami-
noécido, especialments de giicina, ¥ de un alcchol ali-~
f4tico inferior, preferentemente metanol, con un pH en-
tre 7,0 y 9,2 a 40 hasta 61°C, 1la solucidn se libera de
las sustancias acompaﬁantes,precipitadés ¥ a continua~
cibn se efectua un precipiﬁadd 2 un pH de 4,5 hasta 5,5
con solucibén de polietilenglicol. Una adicidn de un 4
hasta 40%, preferentemente 10%, de un alcohol alifitico
inferior, prefereniemente metanol, conduce a una ampiia
desnaturalizacidn de las proteinas extrafias.

. Este procedimiento ofrecs la posibilidad de
eliminer las proteinas acompafiantes inertes de la I-as-
paraginasa, de dificil eliminacidn, a las que se lss
adseribe un slevadc sfecto antigeno. Para la rezlizacidn
de ests procedimiento segin la presente invencidn sa di-
suelven las L-asparaginasas, prefereniemente aguellas
que con polietilenglicol se han purificado hasta un gra-
do de unas 160 hasta 220 U/mg, en une solucibn acuosa
al 0,5 hasta 15%. Se agregan, por ejemplo, 1055 en volu-
men de maetanol y unos 3% en peso de glicina. EL pH se
ajusta a 8 haste 9. Convenientemente se mantiene enton—
ces la solucién durante 1 hasta 5 dias a +50°C. La solu-
cién sobrenadante se ajusta a un pH 5,2 ¥ ss precipiia
con polietilenglicol. El material asi obtenido se compo—

ne de l~asparaginasa enriquecida, libra de pirdgenocs o
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pobre en pirdgenos.

La I-asparaginasa en brute empleada como pro-
ducto de partida se obtiene como gigue:

Solucidn acuosa al 105 de hinchamiento de malz,
(referido a la susbancia en seco) se ajusta con potasa
céustica 2-N a un pH de 7,0, se calienta durante 20 mi~
nutos a 120%C y despuds de énfriar se clarifica, en la
centrifugadora de rebose. 30 litros de esta solucidn
acuosa de egpongamiento de maiz, clara se diluye con
170 litros de agua de la red. Despuéds de agregar y disol-
ver 1,20 kg de lactato SOdlCO ¥y 400 g da sulfato amdni-
co se esteriliza el caldo de cultivo obtenido, en un
fermentador, durante 40 minutos a 110°C, a continuacién
se enfria y despuds se inyecta con 500 cc de un culiivo
de agitacion, desarrollado en un caldo de cultivo duran-
te 18 horas a 30%, de Bscherichia coli ATCC 9637.
preparado de fermentacidn se airea a 30° con 8C iitros
de aire/minuto a 150 revoluciones del mecanismo agiata~
dor por minuto. Después de un tismpo de desarrollo da
17 horas, se separan las bacterias, que contienen la
L-asparaginasa, en una centrifugadors de rebose y se vuel
ven a suspender en 20 litros Ge agua destilada. In esta
suspensifn se vierten, agitando, 80 litros de acetona,
las bacterias precipitadas en iorma de copoe se separan
en la centrlfucadora de rebose y la masa celulosa se
vuelve a suspender en 20 litres de agua destilada. Pa-~
ra extraeer la I-asparaginasa de las células de baterias,
se egita la suspensién durants 4,5 horas a 30°C. Duran~
te egte tiempc se mantiene el pH entre 7,5 v 7,8 amedian~

te adiclones de sosa cdustica 1 . Mediante separacién



gn la centrifuga de rebose de las células -de bacterias
extraidas se obtienen aproximadamente 17 litros de una
solucidn clara, de la que, ademds de otros productos
contenidos en la célula, so precipita la I~asparaginasa
5. ) ’mediante adieién de 68 litros de.acetona. El precipita-
do formado se aisla, se lava ulteriormente conracetona
y se seca en vacio a 25 hasta 30%. Ia L-asparaginasa
en bruto, asi obtenida, tiene una actividad encimdtica
de aproximadamente 100 unidades (midades de 30 minutos)
10, - por mg. .
. Bl producto de partida asi obtenido se pueds,
. en caso dado, purificar previamente coumo sigus:
_50 g de asparaginasa sn bruto con une activi-
dad de 100 unidades/mg s8 disuelven en 100 cc un tritam-
15, pén m/15 con un pH de 8,5, bajo agitacidn, a temperatura
' aﬁbiente. Ia solucién se calienia, en porciones de 100
cc cada una, en el bafic Maria durante 15 minutos a 59,5°C
con lo que ss presenta una fuerte formacidén de copos da
proteinas inaciivas, mientras que la snzima se mantisns
20. invariable en solucidn. Los preparados de degradaciin,
reunidos, se enfrian y se centrifugan a 6000 rpm hasta
- estar claros. La solucidn posee una actividad especirica
de 200 - 300 U/mg de proteina. Ssta se denomina agquf co-
mo solucidén A. La solucidn A se pusde fracciorar, seglin
25. el fraccionamiento conocido de las enzimes diluysnies
(Biochem. J. 48,42-48 (1951) )}, con acetona, con lo que
la I-asparaginasa queda en sl precipitado que se obtisne
2l sjustar la solucidén de un 30 a un 5C% de acetona. De
ssta manera se obitienen praeparados con aproxima&amenté
30, 500 U/mg. '
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En el procedimiento segin la presente inven-
cibén se pueds partir, o bisn de uns asparaginass en bry

to con aproximadamente 100 U/mg. o0 de un preparado enri-

uecido. Espscialmente convenients, como producto de
1] H P

partida para el fraccionamiento con polietilenglicol, ha
demostrado ser la solucién A o la I-asparaginasa que se
obtiene de ella por fraccionamiento con acetona.

Los limites de fraccionamiento no son constan-
tes ya que dependen de la clase de lus impurezas. Sin
embargo, mediante un slmplé ensayo-previo es posible .

determinar estos limites.
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Ejemplos: Precipitacién con polialguilen-

1000 cc de solucidn A (obtenida de 50 g

.de L-asparaginasa en bruto con una actividad de 112

U/mg) se¢ enfrian a 32C y se mezcla con 500 cc de solu

cifin al 50 % de polietilenglicol, El sedimento se re~

cogid por centrifugacién. La L-ssparaginesa obtenida

"recibe la denominacidn "fraceidn 1". De la soluciébn

sobrenadante de la fraccidn 1 ( 1468 cc) se precipitd

con 100 cc de solucidn al 50 % de polietilenglicol,

wmés material que se elabord. Precipitedo: fraccibn 2.

Ta solucidn sobrenadante de la fraccidn 2 (1550 ce) se

mezcld nuevamente con 100 cc de solucidén de polietilen

glicol y se elabord. Precipitado = fraceidn 3. En for

ma andloga se obtuvo la fraccidn 4, Los grades de pu-

reza y rendimientos logrados con &ste fraccionamiento

se desprenden de la tabla siguiénte

Fraceién Rendimiento U/mg

% de unidades referido
& le asparaginasz en

Ne en gr. bruto empleada.
1 1,46 230 6

2 2,43 1050 43

3 1,40 1240 29

4 0,64 310 b

EJEMPIO 2

100 g de ssperagirass en bruto con 103

U/mg se disolvieron en 2 litros de agua y se clerificd

por centrifugacidn, Ia solucibn ge ajustd con solucidn
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1H de KOH a un pH de 8,5 y se fracciond con solucidn
de polietilenglicol en forma anflecge a la del ejemplo
1, Las fracciones 2 y 3 asi{ obtenidas se reunieron.

,Rendinmiento 12,0 g

Unidades /mg 765

Rendimiento referi-

do a las unidades

empleadas 88 ¥ de la teoria
EJEMPLO 3
. Tos sedimentos reunidos de las fracciones
2 y 3 obtenidas en el ejemplo 2 se disolvieron en 400
cc de agua y nuevamente se sometid a un fraccionamiento
con solucidn de polietilenglicol. Los sedimentos asi
obtenidos de la fraccibén 2 y 3 se dispersaron dos ve-
ces en acetona seca, intensamente enfriads, se centri
fugaron, se lavarcon en agua, Se filtraron sobre una
capa de K3 de Seitz y se liofilizé., '

Rendimiento 7 4,40 g

Unidades/mg 1730

Rendimiento re-

ferido a 100 g

de ssparaginasa

en bruto 74 %
EJENPIO 4

5,0 g de L-asperaginass previamente puri
ficada de la solucidn A mediante fraccionemientc con
acetona, con 576 U/mg se disolvieron en 1CO0 cc de agua
y se fracciond con solucidn de polietilengliccl como
se ha descrito en el ejemplo 1. Ios grados de pureza

logrados con &ste fraccionamiento y lés rendimientos
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gse desprenden de la tsbla siguiente:

Fraccibn Rendimiento U/mg # de unidades refe-
me en gr. hasa on brab ome
pleado
1 1,381 290 38
2 0,362 1930 o1
3 0,155 640 3
4 © 1,00 180

Adicibn de Grea u obras amidas:
EJEMPLO |

5 kg de asparaginasa en bruto (obtenida
en la forma descrita) se introducen a temperaturs am-
biente en 40 litros de agus destilada. ELl valor del pH
de la solucidn que se forma lentamente, se ajusta con
unos 1,5 litros de NaOH 1-N entre 8,5 ¥ 8,9, Después
se sgrega la firea hasta una concentracidén de sproxima
damente 3 mol/litré. Is temperatura de la solucién deg
ciende entonces unos 109C. Se agita afn durante 1 hora
j la solucidn que se forma se deja reposer entre i5 7y
o4 horas a 420, Despuds de &ste tiempo se precipita la
fraceibn I mediante adicibén de 25 a 30 litros de una
solucidn al 50 % de polietilenglicol. La fraccidn I se
tira. La fraccidn II se precipita mediante adieibn de
otros 15 litros de solucién al 50 % de polietilenglii-
col. Da fraccidn II tiene la actividad principal. He-
disnte la adicidn de otros 15 litros de solucidn de
polietilenglicol al residuo de la fraccibén II se ob-
tienen la fraccidn III que contiene sproximsdamente
de un 20 hasta un 25 % de la actividad de asparaginasa

preparada. .
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La fraccibn ITI se recoge en uﬁps 2;5 1li~
tros de aéua destilada . Medisnte adicibdn de 25C ce
de una solucién al 50 % de polietilenglicol se¢ pre-
cipitala fraccibén Ia; mediante ulterior adicidén de 250

.¢c de solucién de polietilenglicol la fraccién ITa. En

igual forma se obtienen las fracciones IIla y IVa. Los

grades de pureza y rendimientos logrados con éste frac

cionamiento se desprenden ée la tabla siguiente:

Fraccidédn Rendimiento 'U/mg (unida % de la actividad
enzimftica, refe-

No en gr. des de 1 mi rido a la aspara-
nuto. ginasa en bruto
empleadz
Ia 1,6 19,4 0,5
II a 8,1 100,0 8,0
IIT a 23,0 144,0 31,2
IV & 16,2 74,0 11,5
Va 18,9 25,0° 4,6
55,6
EJEMPIO 6

Se procede como en el ejemplo 5 pero l1la
concentracidén én frea sé aumentes a gproximademente
6 mol/litro. El tiempo de reposo de la solucibn a con
tinuacién asciende aqui sdo a 2 horas. Los rendimientos
concuerdan amplismente con los del ejemplo 2.
EJENPIO

Se procede como en el ejemplo 5 pero, en

lugar de lrea, se agrega hidrocloruro de guanidina hasta
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una cacentracidn de 2 moles/litro aproximadsmente. El

tiempo de residencia de la solucibn asciende a 2 horss.

. Tos rendimientos corresponden a los del ejemplo 5.

Precipitacidn en el punto isoeléctrico:

, EJEHPIO_8

100 g de L—aspafaginasa con una actividad

especifica de aproximsdamente 100 U/mg de proteina se

" disuelven en 1000 cc de agua destilada s temperaturea

ambiente, Durante el proceso de solucidn se ajusta el
valor del pH con NaOH 1-N entre 8,5 y 8,9. La parte
insoluble, que queda entoﬁces, se separa por centrifu-
gacidn durante 10 minubos a 6000 rpm. El valor del pH
de lz parte sobrenadante clara se sjusta en el bailo
de hielo lentamente a un pH entre 7 y 5,8. El sedimento
olenginoso, que se precipita entonces, se separa por cen
trifugacibén durante 25 minutos a 6000 rpm. El sobrena~
dante claro de esta centrifugacién se ajusta con HCl
1-N a un pE de 5,3. Después ce agregan, en porciones
de 25 cc cada una una solucidn al 50 % de polietilen-
glicol ¥y se separan cada vez durante 10 minubtos por cen
trifugacibén a 6000 rpm. Se obtienen de ésta manera
entre 5 y 6 fracciones, encontréndose la activided prin
cipal con la mixima actividad especifica entre las frac
cicnes % a 5,
" Rendimiento: 60 hasta 70 %.

EJEMPIO 9

Se procede comoc en el ejemplo 8 pero en lu
ger de poiietilenglicol se agrega acetona fria en 4'etg
pas hasta un 20 % del volumen de la solucidn. Los rendi
mientos son similares a los d&el gjemplo 8.

EJEMPIO 10
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Se procede como en el ejemplo 8 pero en
lugar de polietilenglicol se emplea alcohol etilico en
5 etapas hasta un 20 % del volumen de la solucidn. Los
rendimientos son similares a los del ejemplo 8.
EJEMPLO 11

100 g de L-asparaginaéa con une actividad
especifica de 140 U/mg de proteinas se disuelven en
500 cc de agua. El pH de la solucibn se ajusts con
NaOH 1-N a 8,5. La sustancia que se mantieﬁe insolu-

ble se separa por cenbrifugscidn durante 15 minutos a

6000 rpm. E1 pH de la solucibén clara se ajusta, a 42C

y con HC1 1-N, a un valof de 6,8 y el precipitado que
formado se separa por centrifugacidn. E1 sobrenadante
claro se ajusta después de la cehtrifugaoi6n con HCL
1-N lentamente a un pH de 5,0 a 5,1 y se deja durante
varias horas a 4QC.<E1 precipitado gue se presenta en-
tonces se separa por centrifugacién, Este contiene la
L-asparaginasa con un rendimiento del 6C hasta el 80 %
de la actividad empleada y con una actividad especi-
fica mAxima de hasta 190 U/mg de proteinas. -

Obtencidn de L-msparaginesa cristalizada:
EJEMPIO 12

200 g de asparaginasa en bruto con una ac~

tividad de 97 U/mg se disuelven en 4000 cec de sclucidn

tempdn de glicocol, pH 8,5 "Biochemisches Taschenbuch®

Menual bioquimico pég. 91, 1964) y, en porciones, se
calienta durante 30 minutos a 602C. Se precipita asi
en forma de copos lgproteinz inactiva mientres que en
la enzime se mantiene inslterada en solucidn, El pre-~
parado se centrifuga a €000 rpm haste estar clero y se

fracciona con acetona. La parte que s& recipita al agre
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gér'de fm 40 hasta un 45 % de scetona esciende a 16,%
g. Esta contiene 86% U/mg. 9,3 g de &sta asparaginesa
enriquecida se disuelven en 190 cc de soluciédn 3-moliaxn
de Grea, se sjusta con sbsa chustica a un pH de 8,5 ¥
,6e fracciona con polietilenglicol {solucibn acuosa él
50 %), La fraceidn que se obtiene despuds de agregar
de 22 a 30 cc se elabora de modo usual. Rendimiento
2,1 g; U/mg: 3130,

Una solucidn de 4,0 g de &sta muestra en
40 cc de agha bidestilada se ajusta con dcido clor -
hidrico 1-N a un pK de 5;2vy se-fracciona con solucién
de polietilenglicol.

La parte que se obtiene después de agreger
de 12,5 a 15 cc, se centrifuga después de reposar du~
rante 20 minutos a temperstura ambiente y despuds de
reposar durante 2 horas bajo acetona se lava con nis
acebtona.

Rendimiento: 1,2 g; U/mg; 6110.

Prismae planos, Tefiidos de marrdén a 2259C,
sinterizacibén a partir de 26093, espumado & parbtir de
2700C y descomposicién fotal a partir de 2740C,

Los cristales asi obtenidos se recristali-
zen en scluciones acuosas mediante adicidn de disol-
ventes orgénicos, tales como acetona o alcohbl, 0 me-
diante adicibén de polietilenglicol.

Tos cridales muestran los siguientes re~

sultados de anflisis:
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Contenido en agua:

Residuo de recocido:

“Contenido de Proteinas

,_ 27 DIC. a0
12,5 %

(La determinacibén del conte-
nido del asgua se fectud hir-
viendo durante 6 horas en al
to vecfo a 1102 en una pis-

tola de secado espeecial se-

gln J. Unterzaucher / Mikro

chem 18, 315 (1935)_7. La cons
tancia de peso se determind

mediante un secado continua-
do).

0,11 %

(La determinacibn del conte-
nido de cenizas de proteinas
se efectlia seglin F. Pregl ¥
H, Roth (Microanflisis orgé
nico cuantitativo, pig. 174,
Springer, Wien (1949) ).

:88,0 %

(La determinacibn de las pro-
teinas se fectud despuds de
la precipitacidn con &cido
triclorcacético segin el mé-
-todo BIURET (T,E.Weiselbaum,
Am, J. Clin, Path. (Techn.
Sec.) 10, 40 (1946) ).
Volumen total: 4 cc (de ellos
2 c¢ rescbivo de BIURET):

El cm
546 m u . 12,3 = ng protef-

nas/cc de sclucidn de ensayo,

Lz constante de sedimentascidn mostré un

1%
208 = 4,33,

valor de S

La figura 1 muestra el espectro infrarro;jo
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g o

de'la L—asparaginasa.cristaiiéada, T o ooauw segin la
técnica KBr.
e En la figura 2 se nmuestra el espectro ul-
5. travicleta del preparado.
, Aparato de medicién: Zeiss Spectralfotéﬁetro
PMQ II (amplificacién 1/1/I).
Grosor de capa: 1 cm 7
Concentracién: cada vez 1 mg H,Q ¥ prepa-
rado libre de sal por cc.
10. Como disolvente sirvié una solucibn tam-
- pdn de fosfato con un pH.7 (Merck Titrisol) Nr. 9887.
La figura % es una reproduccidn de las fobo
graff{as de los cristales de la L-asparaginasa.
Separacidn de los pirpdgenos:
15. EJEMPIO 13
20 g d¢ DEAE-dextragel (gel de dietilami-
ﬁoetildextrano::DEAE Sephadex A SO'R, producto comer
cial de la Aktielbolaget Pharmacia, Uppsala, Suecia)
se trata prevismente en la forms usnal, se equilibran °
20. con 0,02 moles glicina, 0,02 moles de disolucibén tem-
pbén de formiate eménico de pH 7,8 y se introduce en
una columna de 3,2cm de didmetro. Altura del lecho:
S0 cm. 500 mg de L-asparaginasa en bruto con 100 U/mg
se disuelven en 50 cc del btampdn de arriba 7 se aplics
25. "~ sobre la columna. A continuacidén se eluye la enzima
.con un gradiente lineal de 2 litros de la disolucién;
tanpdn anterior a 2 Iitros de 0,02 moles de glicina,
1 mol de formiato amonisco, pH 7,5. Las fracciones gque
contienen la asparaginasa se reunen y se liofilizan,

30. Rendimiento: 1,03 g con 27.800 U = 83 % de le acti~-
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vidad insertsda. Ia actividad especifica, referida a

la proteina, asciende a 210 U/mg.

Ensayo pirdgeno en conejos: A 5 counejos se
les dogificaron 200 U/Kg. El valor medio del awnento
de le temperatura ascendid a 0,469C.

Ia sustancia de partide mostrd bajo las -
mismas condicilones un aumento de temperatura en 1,69C.
EJEIPLO 14

30 g de DEAE-dextragel se fratan previamen
te en la forma usuel y se equiibra con 0,05 moles de
acetato aménico pH 7,5 y se introduce en una columa ca
3,2 e de didmetro. Altura del lecho: 95 cm, 500 mg
de I-asparsginasa en bruto con 39,7 U/mg se disuelven
en 50 cec de 0,05 noles de acetato aménico pH 7,5 ¥y =e
aplica sobre le columna. Ia elucidn se efectiia con wn
gradiente lineal de 2 litros de 0,05 moles de acetato
anénico pH 7,5 @ 2 litros de 1 mol de acetato amdénico
pH 7,5. Las fracciones gue contisne la asdarzginasa se
reuvnen. Rendimiento: 18.600 U = 94 % de la actividad
insertada. Actividad especifica: 200 U/mg de protelya.

Ensayo de pirdzencs en los conejos: Coni
300 U/kg por animal ascendidé el valor medio del aumen
t0 de la temperatura a2 0,49eC.

Ia sustencia de particda mostré a 200 Ulkg
de animasl un aumento de temperatura en 1,620,

Como comparacién sea mencionado un ensayo
de purificacién con dietilaminoetilcelulosa:

30 g de DEAE-celulosa se eguilibran con
0,05 moles de acetato aménico pE 7,5 ¥ se introlucen

en una columna. 500 mg de I-~asparaginasa en bruto
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pdn anterior, se splica sobre la columna y se eluye

con un gradiente lineal 1 litro de 0,05 aceteto amdni
66 pH 7,5 a 1 litro 0,5 m&i;s de acetato amdnico pH
735+

Rendimiento: 14,000 U = 82 % de la activi-
dad con 89 U/mg de proteina. |

Ensayo de pirégénos en los conejos: A 200
U/kg animal ascendid el valor medio del aumento de
la temperatura a 1,09C.

La sustancia de psrtida mostrd, bajo las
mismas condiciones, un auﬁéhto de la temperatura en
1,8¢9C,

. Tampoco otras con&iciones de énsayo dieron
una eliminacidén més smplia de los pirbgenos, de lo cual
ge desprende claramente la superioridad del procedimien
to segln laesente invencidn,

EJEHPIO 1

490 g de DEAE—dextragel se tratan previa-
mente con la forma usual y se equilibran con 0,05 mo-
les de acetato amdnico pE 7,5, al que se le agregd
mertiolato en una concentracién de 20 mg/litro. La sus
pensién se introdujo en una columna enfriada a 42C con
un difmetro de 20 cm.

Altura del lecho: 65 cm. 9,8 g de ﬁna as-
paraginasa en brubo con 46 U/mg se disclvieron en 586
cc de 0,02 moles de acetato amdnico pH 7.5 ¥ se agreg
a la columna. La elucidn con el gradiente lineal de 10
litros de C,05 moles de acetabo aménico pH 7,5 a 10

litros de 0,5 moles de acetato eménico pH 7,5. Las frac
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ciones que contienen la asparaglnasé sé)&euﬁleron.

Rendimiento: 365,000 U = 81 % de la can-
tidad insertada.-

Ensayo de pirfgenos especificos en el co-

5. ynejo: Con 200 U/kg animal ascendio el valor promedio
del aumento de la temperatura a 0,332C.

Las sustancias de pariida mostrd bajo las
mismas condiciones un aumento de la temperatura en-
1,8092C,

10. EJEMPIO 16

A 10 gDEAE-dextragel, equilibrada con 0,05
moles de solucidn de acetato ambnico pH 7,5 se agresge
una solucién de 100 mg de L-asparaginasa con 39,7 U/ag

en 100 cc de solucidn 0,05 moles. acetato amdnico pH

15. 7,5. E1 preparado se agita durante 15 minutos y des-—
pufs se aspira. El residuo se eluye consecutivamente
' con disoluciones tampdn de electrolitos de diferente
fuerza (véase tabla). Las partes de L-asparaginzsa
eluidas ya bajo electrolitos débiles conbienen pird-
20. genos wmientras que-las partes eluidas con disoluciones’
tampén més fuertes estfn libres de pirdgeno. Los ren-
dimientos se aprecian en la tabla.
Tampdn Actividad Rendimiento Pirogenidad
25. U % _ P/animal-
(eC)
Acetato ambnico 0,05 M pH 7,5 5010 24 1,1
Acetato ambnico 0,10 M pH 7,5 3820 18 1,2
Acetato aménico 0,20 M pE 7,5 7850 37 0,9
Acetato aménico 0,40 M pH 7,5 4060 19 0,3

~Acetato amdnico 0,80 M pH 7,5 520 2 - 0,3
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100 g de aspsraginasa con una actividad eg

pecifica de 100 U/mg se disuelven en 1 litro de agua.

Se agregan

aproximadamente 40 g de glicina y la so-

luecibn se ajusts a un pH de ‘8,9. La sclucidn se man-

tiene 90 horas & +502C y la protefna que entonces se

precipita se centrifugs durante 20 minutos a 6000 rpu.

El centrifugadc claro se ajusta con HCl 2~F a un pH

de 5,2 y se precipita fraccionadamente con solucidn

al 50 % de

polietilenglicol.'La parte que se preci-

pita después de'agregar'unosVEOO cc de polietilen-

glicol se separa por centrifugacidén, 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 pirdgenos del producto.

EJEMPIC 18

Se probede_como en el ejemplo 17 pero la

solucién de la L-asparaginasa se calienta durante 24

horas a 60¢C,

EJEMPIO 19

Se procede como en el ejemplo 17, el pH
P 9 &

de la solucidn 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 le solucidn de la

L-zsparaginasa.

EJEMPTO 21

100 m de L-asparaginasa con una sactividad
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espacifica de 100 U/mg se disuelven en 1 litro de agua.
Se agregah 100 cc de metanol y 40 g de glicina y la so
lucibn se ajusta a un pH de 8,9. Ia solucién se man-
tiene 90 2horas a +502C y la protveina que entonces se
precipita se centrifuge durante 20 minutos a 6000 rpm.
El centrifugado claro se ajusta con HCL 2-N a un pH
de 5,2 y se precipita fraccionadamente con solucidn
al 50 % de polietilenglicol., La parte que se precipita
después de agregar unos 200 cc de polietilenglicol se
separa por centrifugacidén, se lave con acetona y se
seca,

Rendimiento: unos 3% g con 200 hasta 235
U/mg de sustancia.
EJEMPIO 22

Se procede como en el ejemplo 21 pero se
agregan 20C ¢c de metanol.
EJENPLO 23

Se procede como en el ejemplo 21 pero a la

solucibén se le agregan 100 cc de etanol,
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Deseita suficientemente la naturaleza del invento,
asi como la manera de realizarlo en la préctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus—
ceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no alteren
su prineipio fundamental, También se hace constar que el invento
corrésponde a solicitudes de Patente, presentadas en Alemania,
con mimeros 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.) de 6 de mayo de 1,968,
P 17 92 043.,3 de 16 de julic de 1.968, y P 18 08 042,7 de 9 de
noviembre de 1,968, siendo 1o que cdﬁstituye_la esencia del re-
ferido invento, y por lo que se solicita una Patente de Invencidn
por 20 aﬁos,'en Espafia, sobre:"PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION
DE L-ASPARAGINASA ENRIQUECIDA CRISTALIZADA"; caracterizédndose
por lo siguiente: )

12,~ Procedimiento para lé obtencidn de L-asraraginssa
enriquecida cristalizada, caracterizado poique, preferentenmente
desyuéds de separar los pirbgenos las soiuciones acuosas en bruto
de I-asparaginasa, en caso dado deépués de adicionar dreas u
otras amidas rompedoras de los enlaces por puente d8 hidrbdgeno,
se mezclan con polialquilenglicol y los precipitados asi obie-
nidos, que contienen la I-asparaginasa, se aislan y, en caso
dado, se siguen purificando.

28,~ Procedimiento segin la reivindicacidn 1%, carac-

terizado porque las soluciones acuosas en bruto de I-asparagi-

nasa se mezclan con polialquilenglicol y los precipitados que
contienen I—asparaginasa, asi chtenidos, se aislan y en caso
dado se siguen limpiando.

38,- Procedimiento segin la reivindicacién 18 § 28,
caracterizado porque se emplea polistilenglicol & wolipropilen—

glicol, preferentemente con un pese molecular hasta un méximo
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entre. 1000 y 5000,
48 .~ Procedimiento sezin una de las reivin-
dicaciones 1 haste 3, caracverizado porgue la concen-

tracidén en polialguilenzlicol ezn la solucidn de preci

'vifacién se encuentra enitre 40 y €C % en pesd.

58 .~ Procedimiento sezn uns de les reivin-
dicaciones 1 haste 4, caracterizado porgue la precipi
tacidn se efectia a wr pH endre 4 y 100,

68 .= Procedimiento segtnn una de las reivin-
dicaciones 1 hasta 5, caracterizado porgue 10s preci-
pitados que contlenen I-aspara 1nos“, obtenidos por -
precipitacidn con polialquilengliccl, se disueclven en
agua, se separan log conponentes insolubles y con acg
tons o alcoholes inferiores se ¢fectiia de nuevo la -
precipitacidn de I-~asparsginassa.

78 = Procedimiento segtin una de las reivin-
diczciones 1 hasta 5, caracterizade porgue les preci-
pitados gue contienen u—asnaragl sa, obtenidos éor -
precipitacidn con polialguilenglicol, se¢ disuelven en
agua, se separan los componentes insolubles, el poli-
alguilenglicol contenido en la =olucidn se exirae con
aquellos disolventes que no desnaturalicen la enzime
¥ que no seen miscibles con agna, ¢ bién por_diélisis,
v la I~ssporaginasa ge obtisne por liofilizacidn de -
la solucidn acuosa.

8z ,- Procedimiento segtn una de las reivine
dicacionss 1 hasta 5, caracterizado porgue los preci-
pitados que contienen I-asparaginasa, obtenidos por -
precipiﬁecién con polialguilanglicol, e secan § se -

extraen con acetona w otros Gisolventes.
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98 ,— Procedimiento seztn una de las reivin-

21

icaciones 1 hasta 8, caracterizede porgue = las solu

- ciones acuosas en bruto de-I=asparaginasa se le agre-

gen Grea u otras amidas rompedoras de eniaces por -

uente de hidrégeno y despuds se precipita con polie-
b 3 b X

tilenglicol.

108 ,,~ Procedimiento segin la reivindicacidn
a9e, caracterizado porgue coito otras amidas que rompen
los enlaces por yuente de hidrégeno se emplea hidro——
cloruro de guanidina, formamida b acetamida.

' 11&.— Procedimiento segin una de las reivin-
dicaciones 1 hasta 5, 9 6 10, caracterizado porque la
enzima previamente purificada mediante precipitacidn
con pbligtilenglicol g una actividad de 100 haste 150
U/ng se somete & una precipitacidén en el punto 1iso--
eléctrico de la enzima, especialmente a un pH de 4,8~
-5,5. _ _

128 .~ Erocedimiento segtln la reivindiceeidn
112, caracterizado porque la precipi%acidn se 2poya -
con reducidas cantidsdes de polietilenglicol.

132 ,~ Procedimiento segin la reivindicacidn
118, caracterizado porque la precipitacidn se apoya -
con disolventes orgdnicos miseikles en agua.

148 .- Procedimiento segin una de las reivine-
dicacionss 11 a 13, carscterizado porgue las solucic—
nes de elevadc porcentaje de une I-asparaginasa DIE——
viamente purificade se somete a une precipitacidn en
el punto isoeléctrico de la enzima.

158 .~ Procedimiento segin.-una de las reivin-
dicaciones 1 hasta 14, coracierizado porgue la sepsar

) - —

cidn de los pirdgencs la enzima se-disuelve en s0lvi--

.
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cioneé ‘tampén de electrolitos débiles, lé solucién -
asi obtenida, se agreza. a una columna de gel de dietvi-
laminoetildextrano esponjado y eguilibyado con ls mis-
ma solucién tampdn, la enzima se fracciona mediente -
concentracidén creciente de sal y se eluye.

168 .~ Procedimiento segin la re1v1na1C¢016n
158, caracterizado porque la solucidn obtenida se megz
cla con gel de dietilaminoetildextrano, la suspensidn
ge filtra o se centrifuga y'la enzinmea ligada.al gel ;

se eluye con soluciones tampén de concentracidén mis -

-elevada de sal.

17¢ .- Procedimiento geglin la reivindicacidn

158, ceracterizado porque para el procedimiento croma
togréfico el preparado enzimético en bruto se dlsuel—
ve en soluciones tampdén de concentracién 0,02 II 2pro-
ximadamente, preferentemente disolucicnes tampén de -
acetato aménico o formiato en la zons neuira 0 debil—~
mente alcalina, aprO""mauamente aw pide7a 8,5, -
en concentraciones de preferentemente 1 - 2 #.

188~ Pracedimiento segtn la reivindicacidp -

‘158, 162 6 172, caracterizado porque en las colunnds

de cromatogrefia la proporcidén enire didmetro y altu-

ra de lecho asciende & 1 : 3 hasta 1 : 30 y la veloci

~

. 2
dad de paso zsciende a 2 hasta 4 ce/hora y por ca” de

‘seccidén de la columna.

198 .- Procedimiento segtn vma 42 las reivin-
dicaciones 158 hasta 182, caracterizado porque se ely
ye con iocnes de acetato de la ébﬁ;entracién minime de
0,08 . .

208 ,~ Procedimiento sexvn la reivindicecidn
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158, caracterizado porque la suspensidn de gel de dig

$ilaminoetildextrano se ajusta en la solucién de I-ag
- - ---paraginesa a un pH de 7,5.
215.- Procedimiento segin una de lag reivin-
5 ,dicacicnes 1 hasta 14, caracterizado porque pare la -
gseparacidén de los pirdgenos la solucién de enzinmas, -
preferentemente en una concentracién de 0,5 - 15 %,
se calienta, en presencia de un aminodcido, prefereh—
tementé glicina, con un pH entre 7,0 y 9,2, preferen-
10. temente entre 8 y 9, a 40 hasta 612C, la solucidn se
 libera de los productos aéompaﬁantes precipitedos y a
continuacién se efectis una precipitacién a un pH de-
4,5 hasta 5,5 con solucidn de poliebtilenglicol,
) 228 .- Procediniento segun la reivindicacién
15. - 212, caracterizado porgue el eminodeido se adiciona -
en wna concantracidén de 1 hasta 10 %.
| 238 .- Procedimientc sezgtn la reivindicacién
218 § 228, cgracterizado porgue ‘la soclucién mezclada
con el sminodecido se mantiene durante 1 hasta 5 dias,
20, g uns temperaturs de 50 hasta 612C,

248 .~ Procedinmiento segin uns de las reivin-
dicoeiones 1 hasta 14, caracterizado porgue pare le -
separacidén de los pirdgenos, ls enzimé ge calienta en
presencis de un aminodeido, especislmente de glicina,

25. y ée un glecohol alifdtico iﬁferior, preferentenente -
metanol, con un pE entre 7,0 ¥ 9,2 a 40 hagta 612C, -
la solucidn se libera de los productecs acompailantes -
precipitedos y a continuacidén se efectla una precipi-

tacidén con un ?H de 4,5 hasts 5,5 con solucidén de po-

30. Jietilenglicol.
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20.

258 .= Proczdimiento segtn la reivindicacién
248, caracterizade porque les preparados de I-aspare—

ginasa, gue preferentenent

w

se han llevedo con polie-~
tilenglicol husta un grado de pureza de unos 160 has-
ta 220 U/mg se zezcla #n solucidn acucsa el 0,5 hasta
15 % con aproximadamente 3 ¢ en peso de glicina y 4 -
hasta 40, especiglmente 10 % del alcohol inferior.

268 -~ Procedimiento segiin la reivindicaeidn
248 § 258, caracterizado porcue el pH se zjusta a B
haste 9 y la solucidn se calienta a 4 502C y ge man—-
tiene durante 1 hasta 5 dlas a ésta temperstura.

272 - Procedimiento segin una de las reivin-
dicaciones 242 hasta 208, carescterizado porque le prg
cipitacidén con polietilenglicol se efecitia a un pH de
5,2.

28¢ ,- Procedimiento para la obbencién de I~

asparaginess enriguecida cristalizada; tal y como gug

da sustancialmente dd$criia en ls presgente memoria.

EEN BAYER AWITENGESELLSCHAFT.

@OMEZ ACEBC Y MOER]

B s Flemaci -2 o Hosodrdne Bl




150 ="ava

Ufl 0E71L SYEL 00€L GLZL OEl SY0F 00O0L Oce

00 9 ~——— T €

0s0 g ~ 5¢

0070 ¥ e — — .6 7old
b guey — B

LV

AUBY /v =13 10725 1w

‘003 008 000 002t ooyt 0091 0081 000 00S¢ 000E '00SE

ol
/ oz

\ ce

07

09 .
7 7 : N 0L 1914

06

O PR gigta & a o 6 L 3 § 7 £

L3N "SVIOH ¢ N3 14VHOSTI3SIONIIIMY H3IAVE zmx_mm<mzmmm<m._



FARBENFABRIKEN BAYER AKTIENGESELLSCHAFT

FIG.1

90
80
70
60
50
40
30
20
10

3 6 7
\.\\h
\\ \\
\ \ ,
\ NN/
"\
la-l/
3500 3000 2500 2000 1800 1600 1400
Im(=240i EL- A/Kg.iv
0 __
39° = —~
FIG.4 39° - —
39° N
390 ‘N\

930 1000 1045 1130 1215 1300 1345 143(




EN 2 HOJAS. Ne1

7 3 9 0 11 12 13 %1516
) ad
L ™
27N / \
MY/ R
N
|
/
.
1600 1400 1200 1000 800 600.
‘L-A/Kg.iv
AT

-‘_\ Kan.3 g1

— L 0400
/—— !
5 050
v 6 030

215 1300 1345 1430 Uhr

DAB.= 051




9%

(wu]
00¢ 082 09z 072 0

€ "old

L. O-—.
- 02

Z 'old B |
- o'y _
- 0'S
-0'g

B

mwéw:]

'SVFOH T N3

14VHOSTIISIONIILNY H3AVE me_mm,.\n_zwm~“_<|._h



FARBENFABRIKEN BAYER AKTIENGESELLSCHAFT.

k)

——=[ cm7mg]

D w01 O
O O O O o
1 1 1 2 1

1,04

09 -

08-

07

06 -

05

04 -

03-

024

01 -

FIG. 2

0

240

T
260

]
280

T
300

[nm]

320




EN 2 HOJAS.

FIG. 3 2
S an: °
CF T WS
> -
% N
X.700

.Lf
-9
| §
Z .
2 ¥

Vo / -
N A
Rm

< .Q'
-] o : ]
K %

X.400




	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



