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El precents invento se refiere a un provsdi-
miento para la obtencidén de la enzima cristelina pura
penicilinascilasa de Escherichia coli.

Ie penicilinacilesa (penicilinamidasa, penici-

5. lindeacilasa) / EC (Enzyme Comission) 3.5.1.11_7 es
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uns. enzime conocida desde hace mucho tiempo / K. Sakaguchi y :
S. Murao, J. agr. Chem. Soc., Japan, 23, 411 (1950)_7 que hi-|
droliza la ligadura de amids en la posicidn 6 8e tencilpeni- E
ciling bajo Zormaocidn de deido 6-sminopenicilénico (6 APS) y
de dcido fenilacdtico. Le existencia de este enzima fué com-
probada en gran mimero de bacterias y de honéos [&J.M.T.Hﬁmi;
ton - Miller, Bamct. Rev. 30, 761 (1966)_/. le penicilinacila-
ga obtenlda a partir de E. coli tiene una amplis especificie
ded; adomés de bencilpenicilina, es hidrolizado un gran nime-
ro de otras penicilinas, por ejemplo peniciling X y empicili-
na, asf{ como numerosas amidas del dcido fenilacético alifdti-
ca o arométicamente sustituidas en el nitrégbno de amida y
sus derivados sustifuidos en el dtomo de carbono & o en el ni
cleo do benceno /M. Cole, Biochem. J. 115, 733 (1969); W.Keuf
mann y K. Bauer, Nature 203, 520 (1964)_7.

El efecto de la enzima es mundizlmente utilizado a
gran escala induﬁtrial para la produccidén de 6 APS a partir
de benoilpenicilina. Ia realizacidén técnica de ese procedi-
miento procedid hasta shora por eplicacidn de las células en-
teras conteniendo lez snzima (Petente alemana No. 1.111.778) o
de une enzima extraide de la célula, pero no purificada ulte-
riormente (Patente norte-smericana No. 3.297.546) o de la en~
zima no purificade adsorbida sobre bentonita (Patente norte-
emericana No. 3.446.705). En la Wltima cita, los ejemplos
desoriben el procedimiento tan solo para la penicilinacilasa
a partir del Bacillus magaterium y del Streptomyces, de modo
que de esa literatura no pueden obtenerse ningunos datos para
la enzima a partir de E. Coli.

Si bien es conocida la adsorcion de proteinas y enzi-

mas sobre bentonita (Methods in Enzymology, Tomo I, 96), sin
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embargo, hasta ahors tan solo en los casos mas raros se logrd
volver a obtener por elucion con buen rendimiento y de sleva— '
da pureza uns enzime ligsda por adsorcién.

El empieo de células enteras o de la enzima extraida,

pero no purificada, por otra parte, tiene diversas desventa-
jas. Tal desventaja es particularmente la descomposicidén de
una parte de la penicilina eplicada por la accidn de otras en
zimas contenidas en los preparados en bruto, particularmente
de 1la B-laotamasa de penicilina, y causado por ella un menor !
rendimiento en 6APS., Otra desventaja importante reside en uns
contaminacidén del 6 APS por proteinas, la cual es capaz de con
dueir a reacciones aldrgicas en la admninistracidén al hombre de
las penicilinas sintéticas preparadas a partir de este 6 APS.
Estas impurezes puedsn ser eliminadss del 6 APS tan solo por |
etapas de purificacidn costosas y producentes de pérdidas. |
las citadas desventajas de la utilizacidén de células

enteras o de una enzima en bruto exenta de células, son evitg
das por la eplicacidn ds un preparado de penicilinscilasa pu-
ra. Hasta shora sin embargo, no se tenfa a disposicidén un pro
cedimiento sencillo técnicamente realizsble para la prepara-
olén de la enzims pura.

Ia purificacidn parciel de 1a penicilinacilasa en psque
fias cantidades ya fué descriia verias veces / P.S. Borkar et
al, Hindueten Antibiotios Bull., 4, 152 (1961); A. Szentirmai,
Acta Microbiologica Aced. Sci. Hung. 12, 395 (1966); D.A. Self
et al. Blotechnology and Bioengensering 11, 337 (1969)Z Esos
procedimientos se extienden sobre varias etapas de preoipita-
cidén, de adsoreidn o de cromatografis y dan menores rendimien—

tos solamente. Una purificacidn parcial a msyor escala por

precipitacidn con tanino y la purificacidn con diversos agentes
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intercambiadores de iones fusron descritos ademds en lahﬁategg
te alemans publicada no exeminada No. 1.907,365. Un prepara-;
do de acilasa espen{fico como elsctroforéticamente homogeneo, i
fué obtenido por Bondsreva et al. / Biochemistry (Rusia) 34, E
76 (1969)_7 & una escala de leboratorio, por precipitacién |
con sulfato de amonio, por cromatografi{a sobre CM-celuloss y
por cramatografia sobre DEAE-celulosa, con un rendimiento al
27 %, Le oristalizecidn de le penicilinacilasa ain no fué
deserita. Eso0s procedimientos conocidos ya sea dan una enzi-
me ten solo parcialmente purificada o sea son complicados ¥
producentes de pérdidas.

Por ésto, exist{a la necesidad de un procedimiento seg
cillo para la produccidn de una penicilinacilasa pura.

Ademds, era digno de esfuerzos lograr la cristaliza~
oidn, en vista de que, por un lado, es un oriterio de pureza
¥, por otro lado, la suspensidén de cristales representa uns
forma estable de slmacenamiento y de transporte de la enzima.

la presente invencidn, provee un procedimiento que per
mite obtener en forma sencills la penicilinaclilasa a partir
de E,Coli y oristelizar la misma., Por la etapa de adsorciém-
-alucidn con bentonita se consigue una fuerte reduccidn del
volumen que permite una reslimzcidn del procedimiento segin
la invencidn a uns escels técniom.

Ia activided de la penicilinacilasa producida segin el
invento, es determinada por un novedoso ensayo colorimétrico
que aprovecha la amplia especificidad de le enzima (E.Rauven-
busch. Publicscidén en preparacién). De substrato sirve el &-
cido 6~nitro-3-(N-fenil-acetil)=-ammino-benzoico (NIPAB). La mg
dicién procede en solucidn 0,002-molar, pH 7,5, 25°C a 405 mm

El coefioiente molar de extincidén del dcido 6-nitro-3~amino-
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om™1. Uns unided enzimdtioa (E) desdoble 1 A1 mol del sustra
to por minuto., FEl desdoblemiento de baneilpenicilina bajo
igusles condiciones es aproximadamente 1,5 veces mds répido.:
Las actividades espec{ficas estdn calculadas sobre proteina
determinada segin el método de biuret.

Segin el procedimiento de acuerdo con la invencidn me
parte de un extracto en bruto de célules de E.Coli. Este ex-
tracto es obtenido por ejemplo de un ocultivo de eélulas de
E.Coli, preparado segin la Patente elemana No. 1.111.778, o
preferiblemente de la Mutante E.Coli ATCC 21728, descrita en
la Patente alemans Acta No. P 21 54 213.2, por tratamiento
ocon 3 % de metilisobutilcetona a pH de 7-8 6 por desintegra—
cién mecénica siendo la penicilinscilasa puesta en solucidn
hasta 70 a 90 %.

De mouerdo con el procedimiento de la invencidén para
una preoipitacidn més fdcil de los fragmentos de las célules

¥ para una purificacidn simultdnea de la penicilinscilasa
por precipitacidn de proteina inactiva y de otras sustanciss
scompafiantes, mediante la adicién de un dcido minersl, por
ejemplo HC1l, HNOj3, HyS04, H3PO4, o de otro dcido fuerte, por
ejemplo dcido acético, es ilevado a un valor pH de 3,5 a 5,5,
preferiblemente de 5,0, y el materisl precipitado es separado
en forma usuel por centrifugacidn o filtracibén y es desechado

De la solueién clara obtenida como capa superpuesta,
la penicilinacilasa es ligade por adsorcién, mediente la adi-
cién de un mineral de silicato de aluminio, de preferencis,
del tipo de montmorillonita, preferiblemente de bentonita; el

nineral es separado en forme usugl por filtracidn o centrifu-

gaoidn y 1la penicilinacilesa es aislads del residud por elu-
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cién con una solucidn de eal apropiada.
Ia adsorcidén de la penicilinacilesa sobre el mineral

puede proceder a una conductibilided especifica de la solv~

cién de 0 a 5 /S y & un valor pH de 3,5 a 8,0. En la reali
zacidn preferida del procedimiento segin la invencidn, se ob-
serve una conductibilidad de 1 a 4 m/S y un valor pH de 5,0.
El sjuste de la solucidn de la enzima a la conductibilidad
deseada, puede ser efectuado por dilueidn, por desalacién con
intercembiadores de iones de hecho mixto o por otros procedi-
mientos usuvales de desalar. ZEl mejor rendimiento y enrique-
cimiento en la subsiguiente elucidn es logrado, =i se agrega
justemente tanta bentonita que sea necesaria pars la adsor-
cidn al 100 ¢ de la enzima, lo que se verifice por medicién
de la actividad en una muestra de la capa superior. Basjo las
oondiciones preferidas, lo son aproximademente 2,0 a 5,0 g de
bentonita por gremo de proteins disuelta. Una purificecidn
todav{a mejor es lograda, si se éfectﬁa uns, adsorcién fraccio
nede, agregéndose primeremente slrededor de una quinta parte
de la cantidad totzl de bentonita, con lo que es adsorbida ca
si exclusivemente proteins extrafia inactiva. Después de 1la
separacidén de la bentonita primeramente agregada, entonces
por adicidén de la cantided rsgtante ¢s adsorbida la penicili-
nacilasa. Para la elucidn de la venicilinaocilass adsorbida,
ge emplean solucicnes ascuosas 0,1 & 1,0-molares de sales linor
génices u orgenicas, por ejemplo fosfato, sulfato, acetato, a
un valor pH de 6,0 & 9,0.

Preferiblemente se smplean soluciones 0,1 -« 1,0-mola~-
res de ascetato de sodioc o de potesio & un valor pH de 8,5, en

vista de que ms{, en comparacidn con sales de aniones bi- o

trivalentes, se separa por elucidn preferiblemente peniciling
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cilesa. En total, por la adsorcidn sobre bentonita y por la

elucidn de le enzima, se consigue un enriquecimiento 4 a 6
veces mayor con un rendimiento e sproximedements un 70 % e unz
90 4. ILas ventajas especiales de esta etaps de purificacién ;
regiden en la sénoillez de su realizacidén también a una esca—'
la téenica, en la reduccidn de volumen de le solucidn conte-

niendo la enzime hasta une déoims parte del extracto en brute
¥ en la obtencidén de una solucidén concentrads de la enzima en
riquecida que focilita esencialmente la elaboracién ulterior.

Ia purificacidén ulterior de la penicilinacilasa hasta
la proteine de enzims purs, segin el procedimiento de la in-
vencidn, es efectuada por cromatografis sobre intercembiado-
res maocroporosos sproplsdos y por subsiguiente cristaliza-
cién, pudiendo obtenerse por tratamiento conya sea un inter-
cambiador de aniones o sea un intercambliador de oationes, una
soluclén de la enzima parcislmente purificads, de la cual pue
de cristelizarse la enzima pure por adicidn de una sal preci-
pitada. O bien se obitisne, on dos etapes por tratemiento con
un intercambiador de cationes y con un intercambiador de anios
nes en sucesidn arbitraris, una solucidén de la enzims homoge-
nea pura, de la cual sntonces puede cristalizarse también la
enziina -

Como intercsmbiadorea de aniones son apropiados parti-
oularmente celulosas sustituidas con grupos bésicos, por ejem
plo aminoetilcelulosa, dietilaminocetilceluloss (DEAE~celulo-
#a), trietilaminoetilcelulosa (TEAE~celulosa) y correspondien
tes dextranas transversalmente reticuladas, por ejemplo DEAE-
Sephadex y QAE-Sephadex ("Sephadex" es marocs registrada de la
Pharmaecia Fine Chemiocals AB, Uppsala). La purificacidn sobre

L

estos intercembiedores de aniones puede proceder g un velor
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pH de 6,5-9,0. De preferencia; se realizes el procedimiento

con el intercsmbiador en forma de una columna. La enzims es
adsorbida desde una solucién diluida de sel y es separada por |
elucidén mediante la reduccidén del valor pH o mediante el aumq#
to de le ooncentracidn de sal en la sustanoié smortiguedora de
elucidn. Ia actividad de penicilinacilase, bor regla general,l
estd contenids en la primera cumbre de proteina eluids de la

columna. De preferencia, la elucidn procede con un gradiente
de concentrzcidn de fosfato de potasio 0,01 a 0,1 molar, pH =
7,0. El rendimiento en esta etapa de purificacién es de 80 a
90 %.

Como intercambiadores de cationes se prestan particu-
larmente bien celulosas sustituldas con grupos dcidos, por
ejemplo, sulfoetilceluloss, fosfocelulosa, carboximetilcelulo
sa, dextranas transversalments reticuladas, por ejemplo Se=~
-Sephadex, SP-Sephadex, CM-Sephadex ("Sephadex" es marca re-
gistrads de la Pharmacis Fine Chemicals AB, Uppsala) y geles
de acrilamida, por ojemplo CM-Bio-Gel ("Biogel" es marca re-
gistrada de Bio-Rad Laboratories) y geles de poliacrilamids
conteniendo grupos carboxilo, preperados segin Biochemistry §
4074 (1969) e intercambiadores de iones de resinas macroporo-—
sas, por ejemplo Lewatit SP-100, SP-120, CKP ("Lewatit" es may
ca registrada de Farbenfebriken Bayer A.G.).

La adsorcidn de la penicilinscilasa sobre los intercam-
biadores de cationes prossde desde uns solucidn de sal 0,01 &
0,1 molar a un valor pH de 3,5 a 6,0, preferiblemente al va~

lor pH de 5,0, ya smes por adicidn del intercambiedor a la so
lucidén de la enzima o por hacer pasar la solucién de enzime
sobre upns columna cargade con el intercambisdor. ILa elucidn

procede ya aeé e un valor pH elevado de 6,0 a 8,5 o preferi~
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| molés de acetato de sodio con un rendimiento al 80-30 «£.

blemente, & un valor pH constente, por un aumento progresivo
de la concentracidn de sel o bien en forme de un gradiente 11%'
neal. ILa realizacién preferida del procediumients seuin la in
venoidn para la preparscidn de la penicilinacilasa pura, es

la elucidn a un valor pH de 5,0 por un gradiente de acetato |
de sodio o de potasic 0,05 a 0,5 molar. ILa elucidn procede

bajo estas condiciones como zona aguda = aproximademente 0,2

De las soluciones de la penicilinacilase altamente en-
riquecida, obtenidas por la aplicacidn de intercambiadores de
aniones solos o en combinacién oon un intercsmbisdor de catio
nes, la enzime es llevada a la cristalizecidn por precipita-
cién con une sal apropiada, preferiblemente sulfato de amonio;
La adicién de la sal puede hacerse como solucién concentrads
0 en forma sélida. Soluciones muy diluidas de la enzima con-:
venientemente son conceniradas prevismente segin procedimien—
tos conooidos, por ejemplo medimnte filtracidn por una membra
na o mediante precipitacién con sulfato de smonio hasta una
saturacldén al 70 4 y redisolucidn del precipitado en un volu-
men mas pequeflo. lLa cristalizacidn procede, segin la concen-
tracién de proteina, desde wna solucidén de sulfato de amonio
saturads al 45-55 %, prefsriblemente o un vslor pH de 6,0 m

7,0 ¥ a la temperatura smbienis dentro de unos dfss. Loe

cristales formadoas rdpidamente tienen, bajo el microscopio,

la forma de agujas partidss. En el caso de una cristaliza-
oidén lenta, se cbtienen tablites muy regulares (Figurs 1: Re-
produccidn de una fotografia con ampliacidn a 200 veces su ts
mefio). Ia solucién de le enzims oristalizade muestra en la
electroforesis de disco (7 % de gel, pH 8,9) Han solo una ban-
da aguda nitida (Figura 2).
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 til-L-asparagisa, doido 6-nitro-3 (N-fenacetil)aminobenzoico

Ie penicilinacilase cristalina pura estd caracteriza-— !
da por las sigulentes propiedades:
Especificidad: Desdoblamiento de bencilpeniciiina, N-fenace-

Yy otras emidas del dcido fenilacético.
Peso molecular: 71000 4 2000, obtenido del equilibrio de sedi-
mentacién con un volumen especifico parcisl de ¥ = 0,665 ml/g;
70000 4 5000, obtenido de la filtracién por
gel de capa delgada.
Coeficiente de sedimentacidn: s°20’w - 2,56 4+ 0,035 a un pH
de 7,4, espectro UV (Pigura 3); en amortiguador de fosfato a
un pH de 7,0 (A) y en NaOH 0, 1-normal (B);

S 1

espectro CD: pH = 4-10 (Figura 4) condiciones: <{250.nm; 0,08

mg/ml, d = 0,1 cm; > 250 mm: 0,85 mg/ml, d= 1 cm

/ Andlisis de amino~doido_/:

Punto isoeléetrico: 6,8 + 0,2 (determinado por formacidn de

foco eléetrico).

Ejemplo 1

a) El extracto en bruto de cdlulas de E.Coli necesario para
la realizacidn del procedimiento segzin la invencidn, es
6bten1do de tal manera que se cultiva E.Coli conforme a
la Patente alemana No. 1.111.778, se concentra el cultivo
por centrifugacidn hasta su consistencia fangoso, y desin
tegran las células de tal modo que, después de la adicidn
‘de 3 % de metilisobutilcetona y después del ajuste del va
lor pH a 7,5 =se agita durante varias horas.

b) 90 litros de un extracto en bruto as{ obtenido, de aouer-
do con la invenocidn fueron ajustados al valor pH de 5,0 y

centrifugados. Se obtuvieron 80 litros de solucidén clara

que contiene 62000 unidades con la actividad espec{fica
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"¢) 9000 E de este producto de elucidn fueron desaladas me=-
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de 0,25 E/mg. Por introduccidn bajo agitacidn de intercambig’
dores de hecho mixto (Lewatit M 600 y S 100), la solucidn fué:
desalada haste la conductibilidad de 1,5 m/S. Despuds de la

f£iltracidn de los intercembisdores de iones, bajo reajuste

del valor pH a 5,0, se agregaron 350 g de bentonita (Tipo SF,@
' |

case Serva, Heidelberg), se agitd dursnte 30 minutos y se e~ |
pard la bentorita en uwna centrifuga de paso continuo. Ia ben
tonita separada por centrifugacién se sometid a la elucidn

con 5 litros de un amortiguedor de fosfato de sodio 0,5-molar|
a un valor pH de 8,0 y se la separd por filtracidn. Se obtu-
vieron 5,2 1litros que contienen 40000 E (Unidades) (65 %) de

la actividad especifice de 1,45 E/mg.

diante filtracidn por gel y ajustadas al valor pH de 5,0;
entonces se las hicleron pasar pdr una columng de 5 x 100 em
de SE-Sephadex, equilibrada con acetato de sodio 0,05-molar,
pH de 5,0. Ia elucidn se efectud con un gradiente lineal de
cada vez 4 litros de acstato de sodio 0,07 molar y 0,25-molar,
PH de 5,0. Ias fracciones activas reunidas contenfan 6100 E
(90 4). Después de la concentracién por precipitaoidn con
sulfato de amonio hasta la saturacidn al 70 %, la actividad
espec{fica era de 5,8 E/mg.

d) A la solucidn concentrada ds la enzima se agregd una so-
lucidn saturads de sulfato de amonio, hasta la saturacidn
a aproximadsmente un 50 %. Un leve enturbiamiento con ésto
formado fué eliminado por centrifugacidn. En un reposo a 4°C,
al cabo de unos dfes ocomenzé la cristalizacidn,

Ejemplo 2

60 litros de un extracto en bruto preparado y desinte-

grado conforme al Ejemplo 1a), fueron ajustados a un velor pH
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de 5,0 y sometidos a la centrifugacidn, La'solucién clara
superior contenfa 92000 E (unidades) de la sctividad especi-
fica 0,45. Por adicién as intercambiadores de iones de lecho
mixto, se desald haste unu conductibilidad ds 1,0 m/S. A es-|
ta solucidn se agregaron a un valor pH de 5,0 primeramente
150 g de bentonita y luego se los separeron por centrifugecidn.
Entonces se agregaron otros 200 g de bentonita, se los separa+
ron tembidn por centrifugacidn y se los sometieron a la elu~
cién con 5 litros de acetato de sodio 1-molar, pH = 8,0. Re~
sultado: 51000 E (53 %) de la actividad especifica de 1,8 E/
ng.

El producto de elucidn fué librado de sal mediante f£il
tracidén por un gel y del mismo, como se ha desorito en en
Ejemplo 1c), se obtuvo por cramatografis sobre SE-Sephadex
una solucidn de 1la enzima pura. Se concentré la solucidén y
se cristalizd la penicilinacilasa por adicidén de una solucidn
saturada de sulfato de emonio, como se ha indicado en el Ejenm
plo 1d).

Ejemplo 3

Un extracto desintegrante obtenido de 2900 litros de

cultivo de E.Coli, se ajustd el valor pH de 5,0 y se centri-

fugbé. La solucidn clars superior (256 litros) contenia

150000 E (unidades) de 1la uctividad especifica 0,32. Por di
lucidén con agua heste 920 litrcs, la conductibilided espec{-
fioa fué reducida hastn 2 r/S. Se =gregd 1 kg de bentonits
¥, despuds de la agitacién durante una hore, se la separd por
centrifugacidn. Ia eluocidén con acetato de sodio 0,5 molar

al valor pH de 8,0 dié 6,9 litros que contenfan 62000 E (uni-
dades) de la actividad espec{fica de 1,2 E/mg. Por una segun

da elucidén de la bentonita con fosfato de sodio, 0,5 molar,
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se obtuvieron otras 9800 E (unidedes). Rendimiento total = ]
47 %. |
47000 E del producto de la primera slucidn fuersn 1=

|

bradas de sal mediante filtracidn por un gel, ajustadas al vgé
lor pH de 5,0 y por introduccién bajo agitacidén de eproxima- :
damente 400 litros de SE-Sephadex equilibrados éon acetato de;
sodlo, 0,05 molar pH = 5,0, fueron adsorbidas cuantitativamen
te. El gel de SE-Sephadex fué separado por filtracidén y oar-
gada en una columna de 5 cm de didmetro que ya comtenfa 1600
ml de SE-Sephadex nuevo en acetato de sodio, 0,05 molar, pH=E
5,0. Entonces se efectud la elucidn con un gradiente lineal
de cada vez 4 litros de acetato de sodio, 0,07 moler y 0,25
moler, pH = 5,0. Las fracciones activas reunidas contenian
36000 E de la enzima pura con la actividad especifica de 5,3
E/mg.

Se concentrd la solucidn de la enzima pufa Y se le mez
c1é cuidadosamente hasta que se produjo un leve enturbiemien~
to con sulfato de amonio sélido. lLe cristalizacidén procedid
al oabo de unos dfas a 4°C.

Ejemplo 4
a) El extraoto en bruioc de E.Coli neceserio para la resliza-~
cidn del procedimisnto msegin la invencidén, es obtenido de
tal manera que se concentres un cultivo de E.Coli ATCC 21 728
por opntrifugacidén hgsta su estado fangoso y se desintegran
las células segin procedimientos mecédnicos conocidos, evenxuak
mente bajo adicidn de 3 % de metilisobutilecetona.
b) 610 litros de un extracto en bruto asi obtenido contenien
do 1,3.106 E (unidndes), conforme a lg invencidn, se di-
luyeron con agua desionizada hastae 2100 litros, se ajustd el

valor pH oon dcido sulfirico a 5,0 y se centrifugé., Em la og
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pe olara superior se encontraron 1,42.106 E con una actividad|

espec{ficae de 0,42 E/mg. Bajo reajuste del valor pH 8 5,0,
se introdujeron 13,8 kg de bentonita (Tipo B II, sasa Frbslén)
¥, al cabo de 30 minutos, se los elimineron er una centrifuga !
de paso continuo. la bentonita separads se sometid a le elu-
cibén con 90 litros de une solucidén de acetato de sodio 0,5 mg
lar, pH = 8,0, y subsiguientemente se la separd por filtra-
cién. Se obtuvieron 92,5 litros que contenian 1,12.106 E (86
%) con une sotivided especi{fica de 1,64 E/mg).
¢) 1 litro del eluido de bentonita obtenido segin b) fué aig |

lizado contra un amortiguador de fosfato de potasio, 0,001
moler, pH = 7,0, resultado: 8250 E con 1,8 E/mg.

La solucidn de enzima se hizo paser sobre una columns

10 x 15 cm de DEAE-Sephadex A-50 en el mismo amortiguador.
Subsiguientemente se efectud la elucidn con un grediente li-
neal de cada vez 2 litros de un amortiguador 0,01 moler y 0,1
molar, pH = 7,0. Se recogieron fracciones de 25 ml. Penicili
nacilasa se encontrd en las fracciones 110 s 170; 1,2 litros.
6760 E (82 %) con 6 E/mg.
d) Ia soluoién de ¢) fué precipitada por sdicidn de sulfato

de amonio sdlido {472 g/litro), el precipitado fué sepa-
rado por centrifugacidn y Ffisuelto en agua. Una parte de es-
ta solucidn, conteniendo 4700 E, fuéd mezclada con sulfato de
amonio hasta la saturacidn al 46 %, centrifugada hasta la con
dicidén oclara y guerdads a la temperatura smbiente. Dentro de
uns semana comenzd la cristalizacidén. Los cristales fueron
aislados por centrifugecidén, disueltos en un amortigudor de
foafato 0,01 molar y dislizados contra el mismo amortiguador
resultedo: 3300 E (70 #) con 12,45 E/mg.
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Ejemplo 5 '

60 litros de un extracto en bruto desintegrado, prepa—%

rado segin el Ejemplo 4a), fueron sjustados = un velor pH de |
5,0 y centrifugados. Is solucidn clare de la capa superior '
contenfa 155 000 E (unidades) de las actividad especifica de i
0,3 E/mg. Por adicidén de intercambiadores de iones, se desa-}
146 hasta la conductibilidad especifica de 1,0 m/S. A esta a0
luoidn del valor pH de 5,0 se agregaron primeramente 200 g de

bentonita (Tipo SF, Casa Serva) que luego Se separaron por

centrifugacidén y se desecharon; entonces se agregeron otros
800 g de bentonite que luego se separaron por centrifugacidn
¥ ®e sometieron a la elucidén con 20 litros de una solucidn de
acetato de sodio 0,5-molar, pH = §,0. Resultado: 110000 E con
1,5 E/ng.

Se dializd la solucion de enzime contra un amortigua-~
dor de amcetato de sodio O,5-molsr, pH = 5,0 y se la hace pa-
sar sobre una columna, 11 x 95 om, cargada con SE-Sephadex
C~50 en un emortiguador ds acetato de sodio 0,05-molar, pH =
5,0. Se sometié la columna a la elucién con un gradiente de
cads vez 15 litros de smortiguador de acetato de sodio 0,07
¥y 0,25-molar, pH 5,0. Penicilinacilasa fué hallado en el
eluido de 24-27 litros. Resultedo: 88000 E (80 %), 4,2 E/mg.

29 000 E de esta solucldén se dializaron contra un amoyr
tiguador de fosfato de potasic 0,01 molsr, pH 7,0 y cargedos
sobre une columne de 1% x 25 om de DEAE~Sephadex A~50 en fos-
fato de potasio 0,01 molsxr pH 7,0. Se sometid a la elucidn
con un gradlente de fosfato de potssio de 0,01 a 0,1 molar,
pH 7,0. Peniocilinscilasa fué eluida haocia el final del gre~
diente. Resultado: 21000 E (73 %), 11,2 E/mg.

Une parte de esta solucidn, conteniendo 6000 E, fué
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llevade con sulfeto de emonio s8élido hasta uns saturacidn al °

45 % aproximademente., Al cabo de eslrededor de 2 semanas, e

formeron oristales grandes sobre la pared del recipiente. Al

cabo de otras 2 semanas a la temperatura ambiente, se azisla-

ron los cristales por centrifugacidén y se disolvid una perte

alicuota en agua. Rendimiento: 4260 E (71 %), 13,1 E/mg.
Ejemplo 6

Un iluido de bentonita preperado segin el Ejemplo 4 y
conteniendo 4100 E (unidades) con 2,0 E/mg, se dializd contra
un amortiguador 0,05-molar, pH = 5,0, ¥y se hizo pasar sobre
una columna, 2,5 x 25 cm, con Lewatit Sp-100 forma de Na*. Se
efeotud la elucidn con un gradiente de acetato de sodio 0,05
& 0,5 moler, pH = 5,0. Las fracciones activas contenfan
2020 E (56 %), 6,6 E/mg.

Ie solucién de enzima fué ajustada g un valor pH de 6,5
¥y por adicidén de sulfato de amonio sélido hasta una saturs-
cidén al 48 %, la enzime purs fué llevada & la cristalizseidn.
Resultado: 1250 E (62 %), 2,1 E/mg.

-NOTA ~

Descrita suficientemente la naturaleza del invento, asi
como le menera de realizarlo en la prédctios, debe hacerse cong
tar que las disposiclones anteriormente indicadas, son suscep
tibles de modificacliones de detalle em cuanto no alteren su
principio fundementael. Tembidn se haoe conster que el inven-
t0 corresponde a dos Solicitudes de Patente, presentadas en
Alemenia, con fechas y nimeros sigulentes: 14 de ootubre de
1971, n2 P 21 51 236.7, y, 13 de abril de 1972, n® P 22 17
745.3, acogiéndose por lo tanto & los beneficios que conce~

den Los Convenios Internacionales en vigor, siendo lo gque

constituye la esencia del referido invento y por lo que se
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solicita Patente de Invencidn por 20 afios en Espafia, sobre:

PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE PENICILINACILASA CRISTALI~

FA PURA; csracterizéndose por lo siguiente:

18,.~ Procedimiento para la oﬁtencién de penicilinacila
sa cristaline pura, caracterizado porque un extracto en bruto
de cdlulas de E.Coli que, ademds de penicilinacilase, contie-
ne todavia fragmentos de célules de E.Coll, se ajusta a un vg
lor pH de 3,5 a 5,5, preferiblemente a 5,0 y se somete el ex-
tracto s una centrifugacidn; se trata la solucidén clara de pe
nicilinacilasa obtenida como capa superior con sillcatos de
aluminio, prefariblementz benienits, se cepara el adscrvato
y se efectia la elucidn; se cromatografia la solucidn clara
enriqueocida obtenida de la penicilinacilasa sobre intercambis
dores macroporosos de iones, y de la solucidén as{ obtenida de
la penicilinacilasa parciaslimente furificada la enzims pura se
lleva & la cristalizecidn por adicidn de sulfato de amonio
eventuslmente disuelto en agua.

o8 .- Procedimiento segin la reivindicacidén 19, caracte
rizado porque, el intsrcambisdor de icnes, es un intercambia-
dor de aniones.

3%,.~ Procedimiento ssgin la reivindicecidn 1%, caracte
rizado porque, el intercsmbtiindor de lones, es un intercambla~
dor de cationes.

48,- Procedimiento segin la reivindicaqidén 19, caracte
rizado porque, el intercambiador de iones, es un intercambia-
dor de aniones y un intercambiasdor de cationes sucesivamente

en sucesidn arbitraria.

|
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58,- Procedimiento para la obtencidén de penicilineci-
lasa cristeling pura, tal y camo queda sustancialmente descrl
%o en la presente Memoria e ilustrado en los scjuntos dibujos.

Esta Memoria consta de 18 hojas, escrites a maquina por
una sole carsa.

Madrid 45 QCT, 1972
 BAYER AKTIENGESELLSCHAFT

J. GUWIEZ ACEBO Y MODET
¢ pe Flemeder L. Gaota Fernfnder
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