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i : Este 1avcnto 5o rei¢cre o unn preparac&.n de onzimns,

W;zﬂ kK amidﬂﬁq de benlcillnn soluble en agua, en su prepa-

y espéclglmente.a 1n obtenide & pprtir de enziuas aesaCLlnu
®a conbcidosfuor romper la unién amido en 1as penicilinag.
Un obj b0 del nroaente invcnto rs nroporc¢onar Dro-
:-pﬂracxones enzimﬂtlcas 1nsolubles en agua que purden ger
! rocuperadas de la mczcla de rcac045n para ser utilizedas
i de Anvo 'a consuitujen una formn conveniente pare cl alma-
ll cmm.mi“n'ho y urfmspor%e del enzima. amb.s.én el éc:.do G=pmie

nopcnlcilﬂnLLO resulhanve ‘68 thds puro que éuando se ubili-

racifn a pnrtLr de pcn*cillnas, ¥ que no se encuentran pre-

sc eo en el nraduc o Lr g -del prupio enzlma.

prcparmc&én wnZLm tica 1n« 1uhlc e agun que contiene un

: deqeclla 8 ccnoc¢dc pnr romper la anifn amldo en las
1
fPLﬂ10111nau ¥y wido 2 un mo terlel paﬂlmérﬁco 1nurie ingolu-
t . - )

bl en abuw.

- De preierehc el enzimp'desacilasa se obtiene a par-

Ctir de baoteriaa, camo les variedades de Bocherichia coll,

%cuando se utiliza para d'"comuoncr la bencilpenicilina en
'éc1do 6~aminopv4;cl 4uicosy o, por ejemploy, a partir de nongo
y ﬂctanAlcetes cupnuo 8o utxllza vera la descumposloién de
2 oslmct¢1nenlullxnn.

i Los mauer_Plod p011m5r¢co¢ pfexerldos son bromoace-
!ﬁilcélulosa y el derivede azldo de corboxim.tileelulosaes Los
dvrivados insolubles en agun pueaen ser praparados, Por ejom

{
;,
: plo, por los métodos desoritcs ca 1o patentes inglesas
i . .
916.931 ¥ 1.362.596. i cnzimo ge pede hacer renceionar, por

cjmmplo, con brumoacetilcelulosa o copular con (li=-Sepnadex

i ("3ephadex" cs una moren registrada),en presencia de un reag)

P)r cong ibuicuto, el prcaente 1nvento proprreiona ung
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“pivo Torundor de a.didn sdecundo, con cmrbé—di—imida. Osron
:mnteriules pelindricsg atecundos son clertas resinag canbias

+ doras dc lon mctivadas, ccmo el cloruro de #4cido de Zeckarb
pipo 226 y rcuinas Ge cltilenc-anhidrido maleico reticuladas

siénn hidrezinse. ILos derdivados insolubles en agua retﬂmnhfla

B

?nctividad del enzima medre, PEro en uéo permanecen en la Ior:

. e, insoluble'eu zgué v wor lo taitbo pueden ger utilizadcs
¢ procescs coitinuos e columnns y otre tipo de couipos

el inventb ta.bidn preporciona un procedinients pars

‘1n preperscibu de dcido 6-aminopenicilé:ico, cuyo pr:cedi-

piznto ccinsiste en poner =i conbacto beneilpconiciling o fe-
};ncxibencilpunicilinn con unn preparacidn enzimdtica insolu-
;?blu en agus cono le deiinida nnteriormente, en présencia de
;Iagaa, geparer: la sclucl’a resultante del materiel sélido y
i?rccupurmr el #cido G-nainopeilicildnicos

Con =1 enzime desseilasa producido por Zw'égli1 la

i preparacios ingo. uble eil agua pucde ser obtenida nislando
primcre y puriiicando ¢l onzime Liltre y después copuldndolo
‘3gun el matérial polinérico.

¥l alulamicnto del cnzima vucde efectuarse scparaiido

i ¢’lulas de .. coli do un medio Lerucntado, matando las célu-
J

[Elas con fuvrnaldchido ncuoso y reccgiéndolas por filtracidn

; « centrifugacidéne. A centinuacidn ée descompaonen les célulag
'y el enzime se separa del rosiduo celular por centrifugaciin
y se puriifica por drecipitacida coﬁ sulfato ambnico y posie-
rior cromatografize §z encuentra que el cnzima asi obtenido
«8 puro por clectroforcsis y tiene una elcvada actividad €5~
poelfica ea iLa wscigifn de la beonreilpenicilines

Lou sigulentes ejwmblos ilustrain el invento. .n egtos

ojoamplosg, ulin unidad =uldasa ez néricanente cquivaleonte al

POOR

QUALITY



10

16

20

25

30

t 1z contlded de soldo 6-aminopeﬂiciléniéo (expresada en pg/

-ml) producido =n les condicionus del ensayo'que gon la enzid

macisn Ge bencilpericiling al 3,3 i durante 1% horeen pH
7,9 ¥ 37°Cs )
‘ EJIIPIC 1

Ei eazing obtenide e partir dé X.goli se agite en o=

: lueidn ecuosa con bromoacetilcelulosa a le temperatura nm-

bpiente dursnte 3¢ horas v o pH 5,8 para'dar preparacionss

c.n sebividades de 3C.C00 a 2504100 unidades desacilasa/gs

oy

imtos materialus se conservan deapuds a 4°C y pH 8,9 duren-

‘e 12 horas pare.Gar proparecicmes’ con actividedes dc 13.C00-

160#000.hnida&estacsacilasa/g. les preparacionss enzindticas
se liberen del bromo que no ha reaccionado por sratasiento
cen etenclsening 0;:5 I en agua a 4°C.durante 24 horas y Ges-
putey se lavah dug veces con'sclhcién acuosa 0,15 I de cloru-
) sddico,'seguido.de AEUD. -

" Con uhg préporacién obtenida de esta forme, con una

. nctividad de 4C.000 wiidndes/g de bromoacetilcelulosa scemy

ge replizan ch condiciones hormales cuatro enzimaciones su-

cesivas de beicilpeniciline en seluci’n acuosa ol 2 e Ia

oFiclencin de todas los erzimaciones c¢s satisfactoria y la

| preparecidn final quc retiene la sctividad es satisfact ria

paré_ser utilizada de nu:voj de las .mszelas de reaccidn se
alsla deido 6—aminqpe£icilénico con una pureza supcrior a
95 Soe '
LU AIPLO 2
Se prepars var el umétodo coiocido el derivadc ezido
de carboximetileclulosa.
Arqcntinuacidn.se asltan 30 ¢ de azide~carboxinctil-

ecluloge oin 300C ml Cu solucidn reguladora 0,05 I de foula-

¢
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coli y con urn sebivided G 5,7 % 107 unidades/g) disueltos

6

te a ol 5,7 ¥ gobre foto se aiinden 5 x 10° unidades de eo~
zima ﬂmidasa suro (zrocdedente de_§ggg;i). Lo mezcla se agl-
ta oa 4°C durnute 24 horas. La preparacidn activa se contri~
fuga ¥ ol s6lido- se lave sucesivemente con kaCl 1 I, HaHGO3
0}5 M,'NéCl 1 ¥ y finelnonte con aguas Se encucntra que,
después de la ccatrifugneién final, el sbélido tiene une
actividad de 100.0C0 unidadesgds azivo-carboximetilcelulosar
O%ro preperacidn utilizando el método anterior y con

unn activicad de 34.3@0 wnidades/s de azido-cerboximetil-
celuloas ssen se euplon parse (o8 enzimaciones congecutivas
ée beacilpeniciline al 2 w en une vasija de 400 ml, a pi
7,8 y 379C. Al £inol de le mrimcra cnzimacifn se recup-ra
n prepaoracién gotiva para ser utilizada de nueve en la se—
gunda; se ob%iencn ciiieciencinag de'enzimaoién comparables
¢l pabos experimuntos (67 y 70 iy respectivamente).

o 4. FIC

Su agivau 20C ng de resine polim{rics de etileno/aim
nidrido naleico (A 21) cn 25 ml de tompdn de fosfato a
Pi 7,6 ¥ 5°Ce Sc aﬂade ol agente de rutlculacldn, 2 ml de
sclucidn al 1 & de hidrebs de hidrazina, seg suido al cabo

Ge 1 a 2 minuiog por 1¢ mg de enzime amidasa pura (de E.

cn unn pogueiin cantidad de tampdn de Losfatos La mezele ce
agita en ¢l batic do hiclo durante 2 horas v después se man-
tione 8 5°C¢ durarte la ncche. Se recupers la preparacidn
activa, se leva en lo forun descrita en el Ejemplo 2 y se
cacuentra que ticne una actividad de 36G. CO unidades/g
ae rﬂﬂlna secas

O%rogs expverinenios utilizacde sl mismo mfétodo dan

~ctividades del ordch de 130.000 & 600.000 unidades/g de

POOR™
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' rogina seca.

| EJHEIFIO 4 ;
Se cuavicrte el Zookarb 226 en el cloruro de deido

calentando e refiujo con clorurc de tionilo y dim:tilfor-

i zamida en cloroformos s proporcidn de eloro es de 14 &
“$-bre 30 ml de tompén de fosfato a pH 7,5a conteniondo

2544000 unidades de enzime amidasa puro (de Eecoli) se atia-

f de 150 g del cloruro do écido de Zeokarh 226 y le mezcla

i d¢ reacclén so sgita aﬁraute 5 horss a 5°C. Se recup:ra la

% gfgpaﬁaciin active, se lava en la forme descrita en el “jem

1 wlo 2 ¥ se nalla que tiene una activided de 119300 unida=-

| dos/g de cloruro de Acido dé Zeokarb 226 seco.

| EJMIPLO 5
Se ccuvierte Zeokafb'ZZS en el clorurc de sulfonilo

- . ‘ .
ealentando = rellujo con oxiclorure de fésforo. Ie propor—

" cién de cloro es de 12,5 %e & bre 30 ml de tanpin de fos=
Crato 8 pH 8,5, ccntealendo 2704000 unidades de enzime eni-

-dasa pura (de Be.ccli) se afinde 1,0 g de cloruro de sulionili

de Zeokarb 225 ¥ la nezcla de roaccidn sc agita durante 5
horas a 5%C. Se reéﬁpara lz preparacién activa,se leva en
la forme descrita en el zjemplo 2 y se encuentra que tiene
une, aétividad de 4.800 unidades/g de cloruro de sulfonilo
Zeskerb 225 secoe |
| | BTRIFLO 6

- Se gonvierte carboximetilcelulosa en el cloruro de
ﬁcﬁdo Yor reaccién con bloruro de tionilo y aim"tilformmmi-
da en piridita. La proporeibn de cloro es de 9,9 % Subre
3 ml'dgAtampén de fostato a pH 8,5, contenientc 2704000
unldedes de onzima suddana puro (de X.coli) se aliade 1,0 &

del clorurc de dcide. de carboximetilcelulosa ¥y la mezcla
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de ronccibn ce ggite durante 2% heras o 5°C. Se recupersa
la preparacidn activa, se lava en la forma deserita en el
Li~mplo 2 y se cncuentra que tiene una setividad de

114900 unidades/g de cloruro de 4cido de carboximetileelu~

© losa secos

En reswaen, la Pate.te de Invenciin que se solicita

recaerd svbre lag siguientes:
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| enzima desacilasa conocido por eScindir 1a unién amido en -

. que el enzima desacilaaa deriva de Escherichia coli.

|4, en la que el material polim&rico in501uble ‘en agua e8 bro|

' moacetilcelulosa, ézido-carboximetilcelulosa, resina poliné-
0 cloruro de écido de carboxinetilcelulosa.,

ha de recaer la Patente de Invencién Que se solicita: "UN -

| RELVINDICACIONES
l.~ Un procedimiento para la preparaci6n de 4cido 6-
aminopenicilénico que consiste en poner en contacto bencil-
penicilina (X renoximetilpenicilina, o una sal no tbxica de

las mismaa, con una preparacién enzimética Que contiene un

las penicilinas ¥ unido & un material polimérico inerte in-
soluble en agua qn presencia de agus, aeparar ‘la solucién -
resultah%e del méteriai 8314do y recuperar de la misma el -
&cido 6-aminopenicilénico., '

N _2.- Un procedimiento segun 1a Reivindicacién 1, en la
que al enzima desacilasa deriva de bacterias.

3.= Un procedimiento segﬁn la Reivindicacién 2, en lag

, 4.- Uh proceaimiento segun la Reivindicaci6n 1, en la
que el enzima desacilasa deriva de - hongos o actinomicetes.
5.~ Un procedimiento, segin las Reivindicaciones la

rica de etileno/anhidrido maleico reticulada con hidrazina -

6.~ Se reivindica por {dltimo como objeto sobre el que

PROCEDIMIENTO PARA 1A PREPARACION DE ACIDO 6~AMINOPENICILA~
NICO"., & '
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Todo tal y como queda descrito y reivindicado en la
presente Memoria descriptiva que consta de nueve plginas -

mecanografiadas,

Madrid, 2 de Abril de 1.969




	Bibliographic data
	Description
	Claims



