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" PROCEDIKIEKTO PARA LA ESTABILIZACION BE L-ASPARAGINASA "

FARBENFA3RIKEH BAYER AKTISMESELLSCHAFT, entidad alemana, 

residente en Lovcrkusen-Bayerwerk, Alemania.

La L-asparaginasa (L-aoparagin-amidohicLrolasa, E.C. 

3.5.1.1.) es conocida.

So puede obtener mediante extracción de las células 

E. coli (H. A. Campbell, L. T. Hashbum, E. A. Boyoe, L. J.

5. Cid, Biochemistry 6 (l%7) págs. 721 hasta 730, aquí ulterior
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literatura).

La L-asparaginasa ha alcanzado en los últimos tiempc-s 

gran importancia oomo medicamento frente aquellos tumores que 

para su desarrollo necesitan L-asparagina.

La L-asparaginaea se puede enriquecer según los méto­

dos usuales en la química de las enzimas, por ejemplo, mediante 

cromatografía áoida, precipitación fraccionada con sulfato amó­

nico o por precipitación fraccionada oon disolventes inertes.

La purifioaoiÓn de la enzima L-asparaginasa ofrece oiertas difi­

cultades para su obtención en forma oristalina. Estas dificul­

tades estriban en que la L-asparaginasa se presenta en la natu­

raleza junto oon oantidades considerables de proteínas contami­

nantes que solo se puede separar oon dificultad. Se ha propues­

to anteriormente (solicitud de patente F 54-410 IVa/6a) un pro­

cedimiento basado en la propiedad de que la L-asparaginasa ce 

puede liberar de éstas proteínas contaminantes inactivas hasta 

un oierto grado, calentando las soluciones en bruto de L-aspa­

raginasa durante 15 minutos a 59*5°C. En estas condiciones se 

presenta una degradación parcial de las proteínas contaminantes 

mientras que la enzima, en forma aotiva, se mantiene en solu­

ción. Este procedimiento es complioado y ño se adapta biún para 

el trabajo en esoala preparativa, ya que el control de la tem­

peratura y el tiempo ha de ser muy exaotos para alcanzar al éxi­

to deseado.

Ha demostrado ser especialmente conveniente una pro­

posición más antigua para la purificación de la enzima (solici­

tud de patentes alemanas P 1642 6l5y6t P 1767 153.8 y P 1767 

157.7)' Esta proposición más antigua consiste en fracoionar la 

L-asparaginasa oon polietilengliool, conduciendo una adioíón de 

úrea y la graduaoión al punto isoeléctrico do la enzima a pre-



parados especialmente puros.

Por la quimloa de las proteínas es sabido que al tra­

bajar con enzimas so han de tener en cuenta diferentes tipos de 

degradación) por ejemplo, la degradación tórmioa, la degrada- 

5. olón pH extremos y la degradación superfioial (J.Biol.Chem 118 

(1937) Pdg. 163 hasta 175).
La degradación tórmioa se presenta por lo general 

cuando las proteínas se oalientan a temperaturas superiores a 

los 40SC. Para las distintas proteínas existen, oomo oonseouen- 

10. oia do una estructura de diferente estabilidad, diferencias

con respecto a la temperatura limite a partir de la oual se ini- 

oia la degradaoión. Algo similar ocurre también para la degra­

dación debido a pH demasiado elevados o demasiado bajos. La de­

gradaoión superfioial se inicia cuando por aooión recíproca con 

15. una superficie o por estiramiento en una superfioie límite de 

fases se rompen asimismo puentes de hidrógeno de la proteina. 

Este último caso se puede produoir muy fácilmente por ejemplo 

por formaoión de espuma al agitar o al introducir por soplado 

gases inertes. Solamente el verter una vez una soluoión de enzi- 

20. mas de un recipiente a otro, puede producir una reduooión de la 

actividad. La degradaoión superfioial se presenta con especial 

claridad en el punto isoeléctrico, tal y oomo se oonoce por la 

.literatura publicada. También se sabe que la sensibilidad de las 

proteínas enriquecidas aumenta a medida que se eleva el grado 

25. de pureza y que los preparados altamente purifloados son espe­

cialmente sensibles a los fenómenos de degradaoión.

Se ha descubierto ahora un procedimiento para la esta­

bilización de L-asparaginasa que consisto en la adioión de dos 

sustancias distintas a las soluolonea de L-asparaginasa, de las 

30. cuales ya cada una, individualmente, produce un olaro efeoto



estabilizador, cuya combinación, sin embargo, ea especialmente 

favorable.

El procedimiento de la presente invención consisto en 

agregar a las soluciones de L-asparcginasa aminoácidos, prefe- 

rentemente gliooool y/o polietilengliool.

Ya la adición del aminoácido, preferentemente del 

gliooool, ofreoe las siguientes ventajas:

1. Á1 calentar hasta 60°C se mantiene la aotividad 

total anzlmátioa; no es necesario mantener exactamente la du-

10. raoión del calentamiento.

2. Mejora de la solubilidad de la enzima seca o bión 

liofilizada. Esto es debido a que se evita totalmente una de­

gradación paroial de la L-asparaginasa.

Para la realización del procedimiento según la pre- 

1^, sente invenoión se le agregan a las soluoiones de la asparagi- 

nasa los aminoácidos en cantidades de 0,01 hasta 5tC0 % a tem­

peraturas entre -10 y 4-65°C. En el oaso de que a unos 60"C se 

hayan de degradar las proteínas contaminantes el tiempo de ca­

lentamiento asciende de 10 minutos a 4 horas.

2o. La solución sobrenadante de un preparado de degrada­

ción contiene la L-asparaginasa activa. Esta soluoión es sufi­

cientemente pura para servir ootno producto de partida para la 

ulterior obtención de L-asparaginasa pura.

Es sorprendente que en el procedimiento de purifioa- 

2$. oión según la presente invención solamente se degradan las pro­

teínas contaminantes inactivas y no la L-asparaginasa ya que, 

oomo es sabido, la mayoría de las ensimas son termolabiles.

Una combinaoión de este proceso de estabilización con 

el procedimiento de purificación más antiguo, ya mencionado, ha 

30. conducido a la L-asparaginasa cristalizada pura.
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Sin embargo, también la adición de polietilongliccl 

solo estabiliza la L-asparaginasa frente a distintos tipos de 

degradación. Este resultado es sorprendente ya que el polie- 

tllongliool no muestra un destacado efecto tonsioaotivo que 

5. pudiera evitar la dogradaoión superfioial debido a que se im­

pide la formación de espuma. Centario a la glioina, anterior­

mente propuesta como estabilizador, si bión el polietilengli- 

ool posee pares do electrones libres en los átomos de oxigeno- 

etóricos, no tiene sin embargo átomos de hidrógeno oapaoita- 

10. dos para la formación de puentes de hidrógeno. Este efecto es­

tabilizador se presenta en las asparaginasas de distintos gra­

dos de pureza. La concentración del polietilengliool adiciona­

do puede variar entre amplios limites. El efecto estabilizador 

se demuestra ya claramente con una adioión de un 10 %, refe- 

1$. rido a la L-asparaginasa empleada. ^

El polietilengliool se puede adicionar tanto en so- 

luoión - preferentemente en solución aouosa, pero también en 

solución alcohólica - como también en forma sólida a la aolu- 

oión L-asparaginasa.

20. La estabilización de la enzima oon glioina se refuer

za en forma especialmente favorable mediante la adioión de po- 

lietilenglicol.

Ejemplos: Estabilización con aminoácidos.

EJEMPLO 1

2̂ , 50 g de asparaginasa en bruto con una aotividad de

97 U/mg se disuelven en una disolución tampón de glicoool, 

pH 8,5 y se calientan durante 1 hora a 609C, El preparado, que 

entonces oontiene mucha proteina inactiva, degradada, se cen­

trifuga hasta estar claro a 6000 rpm y se fraooiona oon aoeto- 

30. na. La parte que se precipita al agregar de un 40 hasta un 45%



va­

de aoetona asciende a 3,9 g. Esta contiene 950 U/mg.

18,6 g de Ij-asparaginasa enriquecida, recogida de 

rioa preparados de degradación se disuelven en 380 oc do solu­

oión 3-molar de úrea, se ajusta oon sosa cáustica 1-N a un pH 

de 8,3 y se fraooiona oon solución al $0 % de polietilengliool. 

La parte que se precipita despula de agregar 45 hasta 60 00 se 

separa por centrifugación y se lava oon acetona y ae soca. Ren­

dimiento i 4,2 g; U/mg 3130.

Una solución de 4)0 g de ésta prueba, en 80 co da a- 

gua bidestilada, se ajusta oon ¿oido clorhídrico 1-N a un pH 

de 5)2 y se fracciona oon solución de polietilengliool. La par­

te que se obtiene después de agregar 25 hasta 30 co so centri­

fuga, después de reposar durante 20 minutos a temperatura am­

biente y después de dejar reposar durante 2 horas bajo aoetona 

se lava oon ulterior aoetona.

Rendimiento 1,2 g; u/mg 6110.

Esta prueba demostré ser material unitario totalmen­

te cristalizado. Se pudo lograr una reoristalisación;

1. mediante precipitación de una solución da los orlt: 

tales en agua a un pH da 4)9 con soluoión de polietilengliool y

2. mediante precipitación de la misma soluoión acuosa 

con acetona.

Prismas planos; descomposición a partir de 289CC, des 

oomposioión total a 292°C.

EJEMPLO 2

5 g de asparaginaaa en bruto oon 97 U/mg se disolvie­

ron en 100 00 de una soluoión al 1 % de alanina que, oon sosa 

oéustioa, se habla ajustado a un pH de 8,5 y se calentó durante 

15 minutos a 6o°C. El preparado, que contenía mucha proteIna 

degradada se clarificó mediante centrifugación a 6000 rpa. Este



contenía toda la actividad de la asparaginasa.

Mediante ulterior elaboraoión según el ejemplo 1 es 

posible obtener tambión de este preparado de degradación, L- 

asparagínasa cristalizada.

5. EJEMPLO 3

5 g de L-asparaginasa con una actividad espeoifioa de 

unos 170 U/mg de sustancia se disuelven en 1 litro de agua a 

temperatura ambiente, las partes que se mantienen insolubles se 

separan por centrifugación. En la soluoión así obtenida se in- 

10. troduoen a temperatura ambiente, bajo lenta agitación, 10 g de 

glicocol. Se sigue agitando hasta que se haya disuelto total­

mente, la soluoión se congela y a continuación se lioflliza. 

Despuás de agregar el gliooool asoiende el valor del pH a 3,2.

. El efecto estabilizador dal polietilenglicol se expli, 

15* oa a base de los ejemplos siguientes*

EJEMPLO 4

Un preparado de L-asparaginasa se fracoionó en una 

columna oon Dextrangol y la fracoión que contenía la L-aspara­

ginasa fuá dializada. La solución contenía 12 400 U con una ac-

20. tividad específica de 251 U/mg. **

La primera mitad de esta Bolución Be deshidrató por 

oongelación.

Se obtuvo un preparado oon una actividad de 5050 U 

(* 8l % do la actividad inioial) y una actividad espeoifioa de 

25. 202 U/mg da proteína.

La segunda mitad de la soluoión anterior se mezcló 

oon 0,1 oc de una soluoión al 50 % de polietilenglicol y despuás 

se deshidrató por congelación. El rendimiento ascendió a 6100 U 

(- 98 % de la actividad inioial) oon una aotividad específica 

30. de 244 U/mg.



EJEMPLO 5
Se ensayaron respectivamente 5 oo de una solución 

al 0,1 % (g/co) de L-asparaginasa oon un contenido de 146 

U/4ng en solución tampón 0,2-N de acetato, FH 5*0 de la arnera 

$, siguiente:

a) Se insufló durante 90 minutos argón puro de mane 

ra que se presentó una intensa formación de espuma.

b) Se procedió como en a), pero a la soluoión se le 

agregaron previamente 100 mg de polietilangliool del HG 1500.

10. o) La solución se agitó durante 3 horas en un reci­

piente cerrado.

d) Se prooedió como en o), pero a la solución se le 

agregaron previamente 100 mg de polietilenglicol.

* e) La soluoión se mantuvo durante 3 horas en la ne- 

1$. vera (Ensayo de control).

Al determinar el contenido de las soluciones a) a e) 

se obtuvieron los valores siguientes:

a) U/oo ** 15

b) U/oc - 140

20. o) u/eo - 35 '

d) U/oc - 138

e) U/co - 146
EJEMPLO 6

Se trataron de modo análogo a loa ensayos a) y b) del 

25. ejemplo $, respectivamente, 5 00 de mía solución al 0,1 % da

L-asparaginasa con un contenido de 146 U/mg en solución tampón 

de fosfato, pH 7*0.

Al determinar el contenido se enoontró:

a) U/co -

b) U/oo -

- 8 -

30.

76

145
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EJEMPLO 7

Un preparado da L-asparagina8a con 100 U/mg de sustancia 

en eeoo se disolvió en solución tampón 0,1 m de fosfato (íE 8,0) 

en una concentración de 1 mg/oo. 6,0 oo de esta soluoión se di- 

5* luyeron oon 0,5 oo do agua y se calentó en un termostato a 55°C. 

Simultáneamente se mezclaron 6,0 cc de la misma solución de L- 

asparaginasa con 0,3 cc de agua y 0,2 cc de una soluoión al 

50 % de polietilcngliool en agua y se sometió a la misma tempe­

ratura, Después de periodos de tiempo determinados se tomaron 

10. pruebas de los proparados y so oomprobó su aotividad. Los resul­

tados están indicados en la tabla 1.

Se efectuó un ensayo análogo con el mismo preparado de 

L-asparaginasa a 6oac. Los resultados están asimismo indicados 

en la tabla 1.

15. EJEMPLO 8

Un preparado de L-asparaginasa con aproximadamente 

100 U/mg so disolvió en una concentración do 1 mg/oc en soluoión 

tritampón 0,1 N (pH 8,0). A muestras de 6,0 oo de esta solución 

se agregaron, o bién 0,5 co do agua o 0,5 oc de soluciones aouo- 

20. sas que contenían 50, 100 ó 200 mg de polietilengliool. La solu­

oión se oalentó durante 8o minutos a 55°C. Los resultados están 

indicados en la tabla 2.

EJEMPLO 9 '

Un preparado do L-asparaginasa de 100 U/mg se disol- 

25. vió en una concentración de 1 mg/oo en soluoión tritampón 0,1 N 

(pH 8,0). Respectivamente se agregaron a 6 oc de esta soluoión!

a) 0,3 co de agua

b) 0,2 cc de agua y 0,1 co de polietilengliool (al 

50 % en agua)

30. o) 0,2 co do solución de glicina (100 mg/oo)
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d) 0,1 oo do polietilengliccl (al $0 % en agua) y 

0,2 oc de solución de glicina (100 mg/oc).

Las soluciones se calentaron durante 8o minutos a 

60°C y después se oomprobó su contenido en L-asparaginasa. Los 

resultados están indicados en la tabla 3-

\



T A B L A_1

Exposición al calor de L-asparaginasa en presencia de polietilengliool

$, Duración de la 
exposición 
(minutos)

Temperatura

(°c)

Actividad de la L-asparaginasa (u/cc) 

sin aditivo con polietilengliool

0 55 86 104

20 55 74 103

10. 40 55 62 101

60 55 61 94

80 55 43 94

0 60 91 96

15. 20 60 49 69

40 60 33 48

60 60 26 40

80 60 16 32

20. L-asparaginasa con 100 U/ng disuelta en solución tritampón 0,1 N (pH 8,0)

Concentración 0,92 mg/cc. El aditivo en polietilengliool ascendió a 15;1 mg/cc.
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T A B L A  2

Estabilidad de la L-asparaginasa en dependencia de la cantidad en 
polietilengliool

Concentración 
en polietilen- 
glicol mg/cc

Proporción entra 
polietilengliool 
y enzima mg/cc

Actividad 
antes de 
calentar 
U/cc

Actividad 
después de 
80 minutos 
a 55SC U/cc

Actividad en % 
del valor 
inicial

0 0 92 43 47

7,5 8,2 98 86 88

15,0 16,3 98 94 96

30,0 32,6 98 9i 93

El preparado de L-asparaginasa tenia una actividad especifica do 100 u/mg peso 

15* en seco.

La concentración de la solución ascendió a 0,92 ag/cc. Mediante adición do 

policera se observó un aumento de la actividad de 92 U/cc a 93 u/cc ("10$ %).

T A B L A  3

20. Estabilidad de la L-asparaginasa en presencia de varios estabilizadores

Actividad de la L-asparaginasa 
después de calentar durante 80 
minutos a 60BC

U/cc % del valor inicial

L-aaparaginasa Bola 14 15

L-asparaginaaa con polietilengliool 44 48

L-asparaginasa con glicina 52 57

L-asparaginasa con polietilengliool
y glioina 83 90
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N O T A

Descrita suficientemente la naturaleza del invento, 

asi como la manera de realizarlo en la príotica, debe hacerse 

oonstar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus­

ceptible a de modificaciones do detalle en cuanto no alteren su 

principio fundamental. También se hace oonstar que el invento 

oorresponde a solicitudes de patento presentadas en Alemania 

nos: P 17 67 617.4 de fecha 29 de mayo de 1.968, P 18 07 447.0 

de fecha 7 de noviembre do 1.968 acogiéndose, por lo tanto a 

los beneficios que conceden los Convenios Internacionales en 

vigor, siendo lo que constituye la esencia del referido inven­

to y por lo que se solioita Patente de Invenoión por 20 anos en 

España, sobre: " PROCEDIMIENTO PARA LA ESTABILIZACION DE L-AS- 

PARAGINASA ", oaraoterizándose por lo siguiente:
1*. Procedimiento para la estabilización de L-aspara- 

ginasa, caracterizado porque a sus soluciones se agregan amino­

ácidos, preferentemente gliooool y/o polietilengliool.

2*. Procedimiento según la reivindioaoión 1*, carac­

terizado porque se agregan aminoácidos o bién glicoool solo.

3*. Procedimiento según la reivindicación 1" ó 2*, 

caracterizado porque el aminoácido se agrega en cantidades de 

0,01 hasta 5:00 % (g/oo).

4*. Procedimiento según una de las reivindicaciones 

1* hasta 3*: caracterizado porque la adioión del aminoáoido se 

efeotúa a temperaturas entre -10 y +65°C.

5°. Procedimiento según la reivindicación 1°, carac­

terizado porque ce adioiona polietilengliool.

6°. " Procedimiento para la estabilización de L-aspa- 

raginasa ", tal y como queda sustanoialmento descrito en la pre 

sentó memoria.

\
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69
Esta memoria oonsta de 14 hojas € soritas a uáqvina 

por una sola oara.
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