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la invencidén se refisie & un procedimiento pars
1la obtencidén de nuevos preav2yrndvs de protelna insoluhlag en
-ague, que se caracterizan por el hecho de gue se fratsn de
proteinas que estén fijedas en nuevos copolimerizados reti-

5. culados capaces de hincharse. Estos nuevos preparadcs son
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ros insolubles adquirié en los Gltimos afios cada vez mayor im-

écido maléico con etileno y compuestos monovinilicos, sin em-~
& ser més o menos hidrosolubles, con el resultado de que &n~

‘un agente reticulante adicional, por ejemplo une diamina. Los

- amida y dcido maléico que por calentumiento posterior son

| transformados en la forma de anhidrido. Estos productos estén

" temente en agua ¥y poseen una esicbilidad mecédnics tan solo mo-

adecuados pare la realizacibén de reacciones'catalizablgs por
enzimas,

El enlace covalente de sustancias a soportes polime-

portancia. Ofrece ventajas particulares la fijacién de com-
puestos oataliticamgnte eficacég, por gjemplo enzimas, en
virtud de que ég'esta forma, ung vez terminade 18 reaceién pue-
den ser separadés facilmente g aﬁlicados huevamente repétidas.
veces. _ | |

Como soportes con grupos reactivos ya se propusie-
ron varias vecesAcopolimerizados de anhidrido de ééido maléi-

co y de compuestos de vinilo. Copolimeros del anhidrido de
bargo, en la reaccién con soluciones acuosas de enzime llegan
tes de o durante 1= reaccidén convenientemente debe agregarse
preparados de enzima 2si obtenidos son filtrebles en forma
relativamente mala y comprenden componentes solubles, lo que
conduce & pérdidas en enzima fijada (compérese: E., Katschalski,
Biochemistry 3, (1964), péginas 1905-1919).

Ademéé, fueron deseritos copolimerizados de acril-

reticulados en forma relativamente debil, se hinchan muy fuer-

derada, lo que conduce a pérdidas por friceién en 1ls =mplicacidén

de estas resinas (compérese: Patente alemana ﬁublicada no exa-
minada No. 1.908.290). {
{
Ademés, fueron preparados polimeros de gouorte fuer— |
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. temente reticulados. por copolimefiZacién de anhidridg de Acido

maléico con étérea divinilicos. Debido &l tipo alternante de
oopolime"‘zacién de los monémeros, esos polimeros contienen
une proporciénfmuy elevada de grupos anhidrido ~ en los ejem-
plos.indicados, cadé vez més de 50 % en peso dé anhidpido de
dcido maléicd - cuya proporcién es determinads por'e; pésé mo-
lecular del monémerc éter vinilico y, por ésto, puede ser adap
tada tan solo dentro de ifimites relativaméﬁte estrechos a le
respectiva finalidgd de aplicacién (compérese: Patente alema~
na publicadé no examinada No. 2.008,996). |
El problems a soluciones por el ﬁresente invento,
ers équél de encontrar nuevos produé¢tos de reaceidn de protei-
nas y péptidos con nuevos copolimerizados fueriemente reticu=
1ados’hinchables en agua con un contenido fuertemente variable
de grupos ciclicos de anhidrido de 4cido dicarboxilico y un.
prdcedimiento para su produccién. Los nmuevos productos de reac

cién de proteinas y péptidos con los nuevos copolimerizados no.

~deben tener o tan solo deben tener a un grado insignificante-

las desvéntgjas'de los preparados de proteins hasta ahora cono

eidos;

El problems fué solucionado de tal menera que, segin

' 1los métodos de polimerizacién en suspensién o de precipitacién,

anhidridos de 4cidos dicarboxilicos <J.(%—monoolefinicamente
inSaturados y Qi-.o ppli-acrilatos,o -metacrilatos de dioles

0 poliolés fueron polimerizados a formar copolimerizados’ esta-

, disticamente sintetizados y estos copolimerizados segin la in~

"vencién se hicieron reatcionsr con soluciones acuosas de pro=

teina a formar ‘preperados de proteina.
Por consiguiente, constituyen el objeto de la inven-

cién proteinas fijadas en copolimerizados reticulados qus cong
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. tan de unidades copolimerigzadas de

A) 0,1 a2 50 %4 en peso, preferiblemente 2 a 20 % en peso de
' anhidridos de cidos dicarboxilicos
c{,‘&-monoolefinicamente insaturados
con 4 a 9.éﬁomqs de carbono y
B) 99,9 2 50 % en peso, preferiblemente 80 z 98 % en peso de
. di- y/o poli-acrilatos o -metacriletos
de di- y/o polioles.
Los copolimerizados reticulados poseen voltmenes
por pego de 2 a 20 ml/g, superficies especificas de 1 a 400
m2/g ¥, después de ls saponificacién de los grupos.anhidrido,’

contienen 0,02 a 10 miliequivalentes de 4eido por gramo.

Ademhs, constituye el objeto de la invencidén un pro-
cedimiento para la produccién de estos preparados de protei-

na, carécterizadd porque ~calculado sobre los monémeros en

total- -

4) 0,1 a 70 % en peso, preferiblemente 2 a 35 % en peso de
anhidridos de Acidos dicarboxilicos
ol » (3-monoolefinicanente inseturados
con 4 2 9 aAtomos de carbono y

B) 99,9 a 30 % en peso, preferiblemente 98 a 65 % en peso de

. di~ y/o poliacrilatos o -metacrilatos

de di~ y/o polioles,

.se»pdlimerizan segin el método de la polimerizacibén de preci-

pitacién o el.de la polimerizacidén eh suspensién en disoiven~

‘tes o mezclas de disolventes inertes para grupos anhidrido,
- a temperaturas de 20 a 200¢C en presencia de compuestos forma-

-dores de radicales, y los copolimerizados asi obtenidos se

hacen reaccionar con soluciones de proteina bajo formaeidn de

los preparados de proteina segin la invencién.




Finaimente,:constituyé el ‘objeto de.ia invencién la
“aplicmelén de preparados de enzima inaolubles en:ague obteni~
dos segﬁn el invento para la realizacién de reacoiones cgtali-

- l!

| zables por enzimas. : _ : N
5. . Sobre la preparaoién de los copolimerizados reque-
» ridos como productos de partida para la sintesis de prepara-~
dos de proteina, cabe’ decir lo que sigue:

Como anhidridos de &oidos dicarboxflicos oly (3-mono-
' olefinicamente insaturados con 4 a 9 atomos de carbono;_prefé-.
10. riblemente con 4 a 5 &tomos de carbono, que se necesitan ﬁara
| 1la produccién de los copolimerizédos, sean mencionados parti-
cularmente: anhidrido de écido maléico, itacémico o citracéni- |
éo, especialmeﬁte el anhidrido de Acido maléico., Para la copo-
| limerizacién pueden aplicarse tambiéﬁ mezclas de estos anhi-’
45.. | aridos. |
7 | Los di- y/o polimetacrilétos o los di~ y/o poli-
V‘ acrilétos de dioles y/o polioles a aplicar segin la invencidn,
'se derivan de compuestos con por lo menos dos grupos OH al-
coholicos 0. fenélicos, preferiblemente alcohélicos, respecti-
20, vamente de sus productos de reaccién con 6xidos de alguileno
| ' de 2 a 8 éﬁomos,de carbono, preferiblemente de 2 a 4 éxom§s~
'.de éarbbnd, o mé201as dé eatos 6xidos de alquiieno, estando
_copolimerizado con 1 mol del compuesto que lleve grupos hidro- -
, ‘:xilo, 1 a 104, preferiblemente 1 a 20 partes estructurales de
_25.3 ) -6xidqg.de alquilego. 4 titulo de ejemplo sean mencionados 6xi-
| dos dé.alduiiengt los 6xidos de etileno, propileno, butileno,
Qtrimetiieno Yy tétfametiléno, al bia~cloromatil-oxaeiclobutano
'y el 6xido de eetireno, preferiblemente el 6xido de etilena y
'el 6xido de propileno. También es absolutamente posible apli-

30. ca: productos-de-reaccién de compuestos con por lc menos 2 Ato-
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mos ‘de hidrégeno reactivos de Zerewitinoff, que no se deri-

van de alcoholes o fenoleé; con loe precitados 6xidos de al-

| quileno para la produccién de los di- y/o poli—acrilabos o

-metacrilatos.

Los di- y poli-acrilatos y -metacrilatos de dioles

y polioles a aplicar segin la invencién, son obtenidos segin

- métodos conocidos,Apor ejemplo, por reaccién de los dioles

y/o polioles con cloruro de &cido acrilico, respectivamente

- éeido metacrilico en presencia de cantidades éproximadamente

equimolares, calculados sobre cloruro de 4cido, de aminas
terciarias, por ejemplo trietilamina, s temperaturas inferio-
res a 2096; en presencia de benceno (comparese: Patente alema~
ne publicaeda no examinada No. 1.907.666).

Como dloles, respectivamente polioles con por lo

menos 2 &tomos de carbono, preferiblemente 2 a 12 Atomos ds

. carbono, entran en consideracién, por ejemplo, etilenglicol,

propandiol-1,2, propandiol-1,3, butandioles, particularmente

buféndiol—1,4, hexandioles, decandioles, glicerina,.trimeti-

- lolpropano, pentaeritrita, sorbita, sucrosa y sus productos

de reaccién con 6xidos de slquileno, tales como los preceden=.

“temente indicados. También poli-bis-clorometil-oxaciclobutano

¥y 6xido de poliegtireno son aprOpiaéos. Pueden.aplicarse tam-

blén mezclas de dioles y polioles,

‘De preferencia, se emplean diamcrilatos o dimetacri-

" latos de dioles con 2 a 4 &tomes de carbono y/o productos de

resceién de 1 mol de estos dioles con 1 a 20 moles de 6xido

de alquileno con 2 a 4 Atomos é& carbono, respectivamente

‘trimetacrilato de trimetilolpropanc.

" Son particularmente ventajosos los dimetacrilstos

' de etilénglicol, dietilenglicol, trietilenglicecl, teirastilen~
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&liecol o polialquilenglicoles superiores de un pesgo molecu-~
lar de hasta 1000 o sus mezclas.

Si se deses, ademés de los di- y/b poliacrilatos o

--metacrilatos a emplear segdn la invenciéi, podrian agragarge

“también agentes reticulantes uaualmente empleados con por lo

menog 2 ligaduras dobles no conjugadas, por ejemplo adipéto
de diviniio, bisacrilamida de metileno, trizecrilformal o
clanurato de trialilo en cantidades de gproximadamente 0,01
a 30 % en peso de la mezcla de monémeros.

Gracias a la posible amﬁlitud de variaciones en la
composicién de la mezclarde monémeros, dentro de un mérgen
my amplio, pueden adaptarse a la respectiva finalidad de apli
cacién la hidrofilia, la densidad de reticulacién, la capaci-
dad de hinchamiento y el ¢ontenido de grupos sphidrido de los
cbpdlimerizados segin la invencidn.,

La polimerizacién puede ser realizada, por ejemplo,

en un disolvente orgénico, como polimerizacién de precipita-

oién, en la cual los polimeros empiezan a precipitarse ya bre-

vemente después del comienzo de le polimerizacién., De por si

| son apropiados todos los disolventes inertes para grupos enhi-

drido. Disolventes particularmente ﬁantajosos gon hidrocarbu~

ros,aliféticos; clcloalifaticos y arométicon, ani como hidro-

- carburos halégeno-sustituidos, hidrocarburos alqullo-gromati-

cos y ésteres de 4oidos carboxilicosy

‘A titulo de ejemplo, sean mencionados: heptano,

‘octano, isoctano, fracciones de bencine con puntos de ebulli-

1. eién de sproximadamente 50 & 2007¢, ciclohexano, hencenc; to—

luéno, xilenos, clorobenceno, diclorobencenog, acetato de

etilo, acetato de butilo.

Los disolventes deben tener preferiblemente un punto
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de ebullicién de por lo menos 602C y deben ser bien elimina-

bles en vacio del polimeri'zado de -preci'pitacién. Pars 1 parte
dejllavmezcla de monémeros, se aplican unag 2,ﬁa_ 50,' preferible

mente 5 a 20 partes en peso del disolv"éﬁﬁ"ce, Sobre las prople~

' dades de los copolinerizados, particularmente el péso y la su

perficie especifica tienen influencia esencial la clase y oan

‘tidad del disolvente.

En muchos casos es ventajoso emplear .mezclas de los
precipitados disolventes o bien iniciar la polimerizacién er‘xr
un disolvente para el polimero y durante el desér_rollé de la
po:!.imerizacién-agregar @:ontinuamente un agente de precipita-
cién para el polimero. El agente de precipitacién pueds ser

agregado ‘también en determinados momentos en una o variag i)pg

clones. Ademés la mezela de monémeros puede ser splicada con- | -

juntemente con un agente iniciador como solucién o, sin disol

vente, en una cantidad dispuests de disolvente, de modo que-

| durante la polimerizacidén se mantiene una concentracidn baja

uniforme de monémeros. Por aplicacién de monbmercs de acrilo
o metacrilo de diferente hidrofilia y por variacién de.las

copdiciones'de_ ﬁolimerizaci«Sn, pueden preparsrse, déntro._ de

un margen muy 'amplio, productos de buensa estaﬁilidad necénica

con una cafp;acidad, de hinchamiento, una densidad y una super--
fieie.especiﬁcé. adaptadas a la respectivae finalidad de apli-
cacién.r ' '
. Los copolimerizados segin la j.ﬁvencién pueden ser -
prodicidos 'ban;'bf.én por polimerizacién en suspensién, EL tipo

més usual de la polimerizacién en suspensién, en la cual los

, inonémeroa, eﬁeﬁtﬁalmente bajo adicidén de un disolvente orghni~

c’d, son suspendidos en agua, puede ser aplicada en esis caso

tan 8016 con pooo éxito, en vista de que el anhidrido es hidrg
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lizado muy rapidamente, el &4cido dicarboxilico formado pasa
principalmente a la fase.acuosa y es incorporado’tan g0lo en
pequefia cantidad en el polimero. Por esta razén, la pslimefi~
zacibén en suspensién es realizada convenientemente en un medio
orgénico. Los monémeros y el agente iniciédor se disuelven en
un disolvente inmiscible con parafinss e inertes para grupos
anhidrido, tal como por ejemplo, acetonitrilo, dimetilformemi-
da, sulféxido de dimetilo o triamida de 4cido hexametilfosfé-
rico y, en la mayoria de los casos, se distribuyen bajo adi-
cién de agentes dispersentes en la fase coherente. Como fase
coherente, son particularmente apropiados hidrocerbures de
parafing, teles como hexano, heptano, octanc ¥y homélogos su-
periores; hidrocarburos cicloaliféticos, tsles como clelo-
hexaho, asl como mezclas de parafines, tales come fracciones
de bencina o acelte de parsfinn. La »roporeidn en volimen de
fase ocoherente:fase de mondmeros es de 1:1 hagta 10:1, prefe~
riblgmehte de 2:1 hasta 5:1.

Para ls estabilizacién de la suspensién, pusden apli
carge, por ejemplo, mono~ y dioleatos de glicerina, asi como
mezclas de estgs compuestos, mono- y triolegtos o ~esteafaxas
de sorbitén, monoéteres de polietllenglicol con alcohel este-
arilico o laurilico o nonilfenol, monoésteres de polietilen~
glicol con Acido oléico, 4cido emleéfrico y olros dcides grasos

con més de 10 dtomos O« carbono, agl como la sal sbédics del

| éster dietilico de Acido sulfesuseinico. Egtas snstanclss son

aplicadas en cantidades de proferiblemente 0,1 a 10 %, calcou-
ladas sobre la mezcla de monémeros ¥y, per lo general, son 4i-
sueltas en la fase de hidrocarburo. El tamafic de partictla de
log polimerizados en suspensién buede ger reducido, adombs

de por el aumento de la velocidad de agitacién, por ia adicién
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‘de ut 0,1 a 2 %, calculado sobre los monémeros; de une sustan-

cia tensiocactiva ulterioi, por ejemplo .de un sulfonato de
alquilo. ' ' A
La polimerizacién es provocada por agentes iniecia~

dores radicélicos. Agentes inicimdores apropiados son por.

ejemplo compuestos azéicos o per-compuestos. El compuesto azéi '

co més usual para provocar la polimerizacién, es el nitrilo de
&eido a201sobutirico. Como per-compuestos entran en considera-

cién principalmente peréxidos de diacilo, tal como peréxidé de

dibenzoilo, o percsarbonstos, tales como los percarbonatos‘@e‘

diisopropilo y de diciolohexilo; éin embargo, pueden emplear—,
se pare le inicigcién de la polimerizacién también perbxidos
dialquillcos, hidroPeréx1dos y sistemas redox (de reducciénP
oxidacién) eficaces en disolventes: orgénicos. '

Los agentes iniciadores éoq agregados en cantidades

{ de un 0,01 a 10 %, preferiblemente de vm 0,1 & 3 %, calcylade

sobre’ la cantidad en peso de la mezcla de monémeros.

Le polimerizacidén es reglizada a temperaturas de

| unos 20 & 2002C, preferiblemente de 50 & 1002C, en dependencia

de la velocidad de deécomposicién de los agentes iniciadores

¥ éﬂ le mayoria de los cesos, a una temperatura inferior-al

| punto de ebullicién de los disolventes y, én el caso de la

polimerizacidén en suspensién, a una temperatura inferior a la

temperatura de mezclamiento de las dos fases. Ademés, por re-

gla generel, es ventajoso polimérizar -en una atmésfera inerte

bajo gusencia de’ oxigeno.

‘Los copolimerizadoe obtenidos por polimerizacién de
precipitacién, son sustancias pulverulentas incoloras hasta

debilmente amarillas con voltmenes por peso de 1,5 a 30 ml/g,

preferlblemente de 2 g 20 ml/g y con superflcleu especificas

h‘

L
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de 0,1 a 500 m%/g, preferiblemente de 1 a 400 m?/g. El conte-
nido de grupos carboxilo determinado titrimetricamente dgspués
de la saponificaci&n de los grupos anhidrido, es de 0,02 a 10
miliequivalentes/g, preferiblemente de 0,4 a 4 miliequivalen-

tes/g.

Los polimerizados en suspensién son perlas blancas
o debilmente coloresdes que, en algunos casos, pueden tener una
forma irregular y un didmetro de 0,03 a 1 mm preferiblemente de
0,05 a 0,5 mm y volimenes por peso de aproiimadamente 1,4 &
8 mg/g, preferiblemente de 1,4 a 5 ml/g. Su contenido de gru-

pos carboxild determinado después de la hidrélisis de los gru-—

pos anhidrido, es de 0,02 a 10 miliequivalentes/g, preferible-

mente de 0,4 a 4, miliequivalentes/g.

" Los copolimerizados segun la invéncién contlenen las
unidades copolimerizadas estadisiicamente distribuidas. Graclas
a su elevade densldad de reticulacidn, los copolimerizados son
insolubles en todos los disolventes, Por ésto, no pueden detexr
minarse pesos moleculares.

Los copolimerizados pueden hincharse en agua a 1,1
hasta 2,9 veces su volumen aparents., Se prestan excelentemente
bien como resinas de soporte pare la fijacién de sustancias
que pueden reaccionar con los grupos anhiﬂridovde los sopoli~
merizados.

Las resginas de sopcrte gon introducidés g temperatu-
rgs entre 0 y 309C directamente en la solueidn acuosa de la
sustancia a ligar, preferiblemente en la solucibén acuvsa de
una proteina debiéndose mantener constante el valor pl.

Si han de ligarse proteinas a los cbpolimerimaﬁos

gegliin la invenciédn, convenientemente se trabaja, medisate un

aparato capaz de mantener constante el valor pH, dentro de un



‘margen ﬁH.de'B a 10, preferiblémenfe de 5,5 a 9,0. Si como pro-
teina se aplica penicilinecilasa, éonfenientémente ge tfabaja
dentro del margen pH de 5,7 y 6,8, Durante la reaccién de ii—
gedura, 2l objeto de mantener constante el margen pH, debe

5. . ' agregarse perménentemente una base, entrando en consideracién
bages inorgénicas (por ejemplo lejias alcalinas) y bases orgéé
nicas (por ejemplo aminas orgénicas,terciarias).

En contraposicién con experiencias derla literatura
con otras resinas, segin las cuales la reacclén es llevada &
10. cabo en soluciones amortiguadas, 1os rendimientos de enzima
'1igada con las resinas arriba desaritas eran tanto mejores,
cuanto menor era el contenide de sal de las soluciones.

La proporeidén en peso de la sustancie ligada, por
ejemplo, proteina o péptido, a le resina de soporte puede va-
15. rier dentro de limites amplios y puede ser adaptads o la pos-
teqior finalidad de aplicacidén. Se obtienen buenos rendimien~
tos con uria proporcidén de 1 parte en peso de proteina a 4 a 10
nertes en peso de soporte polimero. Las proporciones dptiﬁas,
gin émbargo; dependen tanto de la composicién y de la estrue-~
20. ture del polimero, como tambiéﬁ de la clase de proteina. En
el caso de numerosas enzimas es conveniente agregar estabili-
zadores a la solucién de enzima.

Como tales entran en consideracién polietilenglico-
1@3'0 égentes reticulantes ro 1énicos para debilitar la des-
25, naturalizacién en superficies, as! crmo los conocidos reacti-
| vos SH o lones de metal en el ceso de enzimas especiales.
| E1 tiempo de reaccidn necesario depende de la clase

del polimero. En el caso normal, la reaceidn queda terminada

al cabo de 20 horas & la temperstura embiente. A 42C la reac-

30. cién procede mejor por un tiempo algo més largo. In el caso de
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cargas preparativas, la
para mantener constante el pH no entes de 2 horas a contar

de la terminacién de la adicidén de &lcali. Subsiguientemente,
el polimero con la proteins ligada es recogido por suceidn o
separado por centrifugacién y, el résiduo es lavado con'solu-
ciones salinas de elevada fuerza ibnica, por ejemplo una solu-
cién de cloruro de sodio 1-molar, y subsigulentemente con un
amortiguador en que la enzima es ésfable. Por lavado cbn 0=’
luciones de elevada concentracién salinae, la proteina ionoge~
neamente ligada es deslizada del soporte.

Para examinar el resultado de la ligadura de protei-
na, en el caso de enzimas, se determiné la actividad enzima-
tica tento en el polimero, como en la solucién restante y las
agues de lavado. En el caso de proteinas sin efecto especifi.
co, se determiné el contenidn de niitrdgero en el polimero se-
gin Kjerdahl, Los rendimientos en la ligadura de profeina son
de entre 10 % y mds de 90 %, 3i se observa la actividad enzi-
mética, en algunos cusos, €s ventajoso no aplicar un exceso

demasiado grande de meterial de polimero, en vista de que, sl

" bien llega a ser ligada toda la proteina, pero la actividad

gufre bajo tel exceso.

Las resinas de soporte son sproplades pera liger

todas las sustancias que llevan un grupo faneionsl cspsn de

reaccionar con el grups auhiarido del polimerp. En el caso de

proteinas y péptidos, sz trata mrincivelmente de los grupes

amino, en la posicién fingl, d¢ Ln Xisina y de los grupog

_ émino libres en los extremos %S¢ cadens de péptldos.

Péptidos y proteinas ligados a o fijados enr sopoi~
tes son de gran importancia cintifica y ‘técnica. Las cnzimas

que, en la mayoria de los casos, son caras e inestablzs, son

i

!



5.

10,

15- N

20.

25.

30.

sustancislmente estabilizadas por la ligaduré a la resina. Ade~

‘més, la recuperacién facil y completa de la resina de enzima

permite una aplicacibn miltiple durante laréos.lapsos de tiem-
PO.

A titulo de ejemplo; las siguientes sustencias pueden
ger fijadas en los copolimerizados segiin ls invenciéni
Enzimas: Hidrolasas, tales como proteasas, por ejemplo tripsi-
na, quinsotripsina, papaina, elastasa; amidasas, por ejemplo

asparaguinasa, glutaminesa, ufeasa; aciltransferasas, por ejem

| plo penicilinasas; limsas, por ejemplo himlorunidasa. -

Otras proteinas, tales como componéntes de plasma,
globulinas (anticuerpos).

Polipdpitidos, tales como el inhibidor de callcreina
o insulina.

Aminodcidos, teles como lisina o slanina.

Las proteinas gplicadas seglzl el invents, por lo

géneral, son obtenidas de bacterias, hongos, sctinomices o de

material animsl.

Algunos ejemplos de reacciones tecnicamente impor--
tantes con enzimas ligades, scn la degradacidn hidrolfitica del
almidén por amilasa covalentemente ligada, la clarificacién de
jugos de fruta entre otres por peetinasa ligada, la produceidén
de hidrolizados de albtmine onziasticements gradada, la hidrd-
lisis de penicilines a formar &eido 6-~aminopenicilénico. Ade-

més, enzimas ligadas, péptides jigedos entre otrog fueron em-

| pleados también para el alslsmierto de inhibidores por cromu-

tografis de afinidad y viceversa inhibvidores ligadoz fuzron
utilizados para el aislamiento de enzimas. Otras aplicaclones
estén en el sector de la medicina. Es un ejemplo, la splieca-

eién de 1-asparsguinasa o ureasa ligadas en una cireulaelén
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- de penicilinags con la ayuds de penicilinaellasa ligada a los

copolimerizados de acuerdo con la invencién.

" gcilasas de microorganismos, tales como por ejemplo, bacte-

- apertura del anillo de /3-lactama.

413132 T

extracorporal para la reduccién de la concentracién de aspara-—I

guina, resmectivamente urea en la sangre,

Estas y numerosas otrag posibilidades de aplicacién
fueron descritas en la literaturé. Véase al respecto, por ejem
plo los resimenes en Chem{Eng.Neﬁs del 15;2.1970, pégina 86 y
Rev. Pure a. Appl.Chem. 21, 83 (1971).

Un ejémplo importante para la aplicacién de los pre-

parados de proteina segin la invencién, es el desdoblamiento

- Para la pfeparacién de 4cido 6-aminopenicilénico
(6 APS), penicilinas pueden ser desdobladas con la ayuda de

rias, particularmente E. Coli, Erwinia, o actinomices, tales
como Streptomyces, Micromonospora, Nocardia, y hongos, tales
como Fusafium y levaduras.

' De acuerdo con el procedimiento de lg Patente alema~
na No. 1.111.778, para la preparacién de 6-APS, una solucién
de penicilina G es mezclada con un fangoe de bacterias que con-
tiene la enzima penicilinacilase (E.C. 3.5.1.11). For la reac-
ci@n de la.enzima la egrupacién de carbonamida en la cadena la

teral de la peniciline es desdoblada, sin que sea producida la

El empleo de suspensiones de microorganismos tiene
1aslsiguientes desventujaa: '
a.: . La suspensién de microorgsnismos contlene, ademés de

la nenicilinacilésa intracelular, otras proteinss ¥ el
ziﬁas, asi coﬁo componentes del medio de cultivo ¢ sus

productos de transformacién formados en la fermentacioén.

En la elaboracién, estas impurezas no pueden ser Gotal-
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,b.

c.

‘mente eliminadas por lavado del 6-APS cristalizado.

NG =

La suspensién de microorganismos, desde el punto de vigta

econémico, puede ser aplicada convenientemente tun solo’

_una vez,

la suspehsién de microorganismos contiene.impurezas y
otras enzimas que inactivan la pénicilina y/o el 6-APS

por aperturs del anillo de (3-1actama.

- La suspensién contiene tan solo pequeflas cantidades de

penieilinacilasa., La aplicacién de mayor cantidad de ma-

terial de enzima, por ejemplo para conseguir tiempos de

reaccién mAs cortos y, con éstos, mejores rendimientos de

6-APS o menor contenidos de productos ajenos, es pracfiu
camente imposible,
Los rendimientos de 6-APS, en la produccién, dependen de

la formaceidén oscilante de penicilinacilasga en las respec—

- tivas cargss de fermentacidn.

La separacidén total de microorganismos suspendidos,réquig
re, en la elaboracién de las cargas de 6-APS, una etapa

adicional de trabajo que implica pérdidas en el rendimien
to. ‘Para la eliminacién de impurezas deAtipo proteico que
pueden provocar reacclones alérgenass, son necesarias sta-

pas purificadoras ultericres (Patentes briténicas Nos..

1-169-696, 1-078.84’?0 1»1140311)0

Todas las desventajas menciorandas son evitadas si, en

lugar de una suspensién de microorganismos, se aplica una peni-

cilinacilasa que es obtenida por la limadura covalente a un Spw

iporte insoluble en agua.

Si bien son conocidos ensayos vara preparar €-AP3S por

degdoblamiento enzimético de penicilinas con penlcilinecilasa

|

i
!

'
'

ligada a un soporte (Véase al respecto: Patentes alemsnas pu-. |
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“mismos no pudieron adaptarse a la produccién a escala téenica.

"el desdoblamiento de penicilinas.

! respectiva penicilinacilasa ligada, por ejemplo &l valor pH de

blicadas no examinadas No. 1.917.057, 1.907.365), pero los

Las ragzones de esta imposibilidad residen, porvun lado, en
lés propiedades mecénicas del material de soporte empleaéo-
que condﬁce a un ele?ado desgaste por friceidn, y por otro
lado, en que a moderados rendimiehtos del procedimiento pudie-
ron alcanzarse ten solo actividades'especifiCas poco consgide-
rables de penicilinacilasa ligada al soporte.

También la enzinma insoluble empleada en la-golicitud
de Patente alemsna P 21 57 970.4, la cual fué obtenids por li-
gadura covalente de la penicilinacilasa a un polimerizado mix—
to de aerilamida N,N'-metilén—bis—acrilamida o anhidrido de
dcido maléico, tiene desventajag pars el desdoblamiento de

peniciling a una escalir técnica, en vista de que se hincha

fuertemente y es wecanicamentz inegtable. Estas desventajas
afectan el empleo varies vecss revetido de la resina asl pre- ;
, i
parada en una produccidn a escalu industrial.
Ahore se ha enconitrade que las mencicnadas desventa~- E
jas son evitadas, si se aplica una penicilinacilasa ligada a i

un soporte insoluble en agua de acuerdo con la invencién, para

Bl desdoblamiento de peeicilinas con venicilinacilasa
ligada a un soporte seg'n 1= inwvencidn, puede ser reaslizada en |
forma sencilla y tambiféa a gran mscaladindustrial. L.a enzgime
insoluble ligeda al soportz 23 suppeodida en unhs solucidén con
75000 a 150,000 UI/ml (unidsae= internacionsles) de peniciline,

por ejemplo penicilina G o peniciling V. El desdoblamicuso

enzimitico es realizado a un valor pH constante del morgin de

]
_ |
6 a 9, principalmente del margen del valor pH 6piimo de la ;
i
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7,8. Para la neutralizecién del radical acilo desddbladb, por

ejemplo del &cido fenilacético o del deido fenoxiacético, se

_ émpléan soluciqnes acuosas de élcali,;por ejemplo lejia de po-
>tasa o de  sosa o aminas ofgénicas, preferiblemente trietil-

.emina. Del consumo de la base puede apreciarse la velocidad de

reaceién y la terminacién del desdoblamiento. Le penicilinaci~.

| 1asa eataliza tanto el desdoblamiento de penicilina a former

6-APS, como también la resintesis de laé peniéilinas de-los
productos de desdoblamiento. El equilibrio es dependiente del
valor pH del medio. A menores valores pH, el equilibrio se deg |

plaza en favor del producto de partida pénicilina. Esto pueﬂei

| ser aprovechado para la reacilacién-de penicilinas en presencia

de otros radicales acilo o para la sintesis de penicilinas a

'

‘ ‘partir de 6-APS.

La temperatura de reaccidén del desdoblamiento enzi-

| matico es preferiblemente de 382C. A temperaturas mis bajas

| disminuye la sctivided de la enzima. Si se lleva a cabo el des

doblamiento, por ejemplo a 259C, debe aplicsrse una cantidad
de enzima dds,v?ées aquella necesariava 3890, si han de conse-
guirse iguales tiempos de reaccion.

A una temperatura dada, la velocidad_de'feaccién de-
pende de la_qctividad especifica y de la cantidad de 1# penici
linacilase ligada al soporte. Ademéé, le velocidad de reaceién

es dependiente de la relacién entre la cantidad de la peniei-

linacilasa ligada &l soporte y la conceutracién de la penicili-

na, Una carga de desdoblamiento con una concentracién de

100.000 UI/ml (1 mg de peniciline G-potasio corresponde a

1598 UI) de penicilina G potésica queda hidrolizeda totalmente

a 6-APS y dcido fenilacético al cabo de 10 horas a un pH de

7,8y & 3820, si por unidad de penicilinacilasa se aplican
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todavia més penicilinacilasa ligeda, al emplearse,por ejemplo,

Qencién, puede ser preparada en forma de perlas y se distingue

comparativamente alto. Estas propledades permiten, combinado

. con una aplicacién miltiple, un empleo durante largos lapsos

| obtienen filtrados cleros que, gin filiracién adicional, pueden

| parada segin el invento, perwite *también una filiracidén répida

| no se forman componentes finisiuos gque obturan la superficie
~del filtro. ILa resina ofrece ventajas ulterliores en el proce=—

 dimiento discontinuo por cargas individuales, gracias sai peso

especifico comparativamente alto queé implica una rapida sedi-

13132
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3. 10° unidades de penicilina G (una unidad de enzima (U) se
define como la actividad que hidroliza 1/u mol de 4cido 6-ni-
tro-3-(fenilacetil)-aminobenzéico (NIPAB) por minuto = 259@).
La proporcién de resina de enzima seca asciende a tan solo |
0,5 a 1.%'de la mezcla de reaccién. Si por 10° UL de penicili-
na @ se aplican 2 unidades de penicilinecilasa, el desdobla- i
miento completo dura 2 horas solamente.-Son posibles también |

tiempos de reacclién més cortos todavia con la aplicacién de

penicilinacilasa ligada a un soporte a partir de enzima cris—

talizada.

La penieilinacilasa ligada a un soporte segun la in

por una elevada estabilidad mecénica ¥y por un peso esgpecifico

de tiempo. Bastas propiedades permiten, ademéds, en el caso del
procedimiento disoontinuo por cargas individuales, una aglita-
cibén intensiva ¥y una separacidén sencilla por centrifugacién
gin pérdidas pbr esfuerzos mecénicos, por ejemplo desgaste por

friceién., Asi, en el procedimiento por cargas individuales, se

gser elaborados ulteriorments pars la obtencidén del producto

finel, del 6~APS., ILa punicilinacilaaa ligeda a un soporte, pre-

y sencilla, en vista.de que gracias s la estabilidad mecénica
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mentacidén de la resina, con el resultado de que, una vez ter-
minado el proceso, la solucién sobrenadante puede ser secada
facilmente, por ejempio con una pipeta. De ésto resulta una
simplificgeién de la ejecucién del procedimiento, en virtud de
que, en el proceso por ¢argas individuales, la resina puede
quedar en el recipiente de reaccidén y puede ser empleada direc
tamente para el siguiente desdobhlamiento.

Las propiedades del polimerizado ademés, permiten el
empleo de la penicilinacilasa ligada a un soporte no solamente
en los procesos por cargas individuales, sino también en el

procedimiento continuo, por ejemplo en cclumnas de reacciédn,

| permitiendo la forma de perla la requerida elevada velocidad

de flujo,

E]l 6-~APS formado =sn el desdoblamiento enziméliico,
después de la separacibn de la regina de ensima, es obfenido
de-la golueién de renccid: segin procedimientos conocidos
(véase, por ejemplo, Patente alemena Fo. 1.111.778) y cristali
zado al valor pH de 4,3. ®n el caso del desdoblamiento de pe~

nieilina segin el invento con le penicilinacilasa fijada.en un

soporte preperadas segin la invencidn, se obtienen rendimientos

| sustancialmente més altos de 6-4PS que con el empleo de un

fango de E,Coli, y también rendimientos mbs altos gue con el
empleo de la resina de enzime gsgin 1= Solieitud de patente
alemana P 21 57 970.4. i, cumn ge dewmaesra en los Ejemplos
8 v 9, se aisld el 6-AFS 2oz un rendimiento de aproximedamente
un 90 % de la teoria, El 6-813 ani preparndo uo contiens nine
gunaé rroteinas como impurezaa. Laupoco contiene practicumente
ningunos polimeros que pueden Formarse en otros mcdos Je pro-
ceder. Lfectos secundarios alérgenos que han de altribuirse s

proteinas o polimeros, quedan excluidos en el casn del H--APS
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rreparado gegin la invencién.

La penieilinacilass fijada en un soporte preparada
gsegin el invento, permite ung aplioaoién miltiple durante un
lapso de tiempo prolongado. También al cabo de tal tiempo la
actividad de enzima queda conservada en forma practicamente
total,

Loz puntos de ebullieién indicados en los siguientes

ejemplos, fueron determinados a la presidén normal.

Ejemplo 1a
80 g de dimetmerilato de tetraetilenglicol, 20 g de

énhidrido de 4cido maléico y 1 g de nitrilo de 4cido azoiso-
butirico me disuelven en 1 litro de benceno y se calienta la
solucién bajo agitacidn durante 4 horas a 60¢C. Entonces se
sgregan 1 g de nitrilo de doido azolsobutirico y 200 ml de
bencina (P.e. = 100 a 140°C) v se polimeriza dursnte otras 5
horas a 7020, Se recoge por succeidn el polimero pulverulento,
se lo revuelve una ves en henceno y trep veces en éter de pe-
tréleo (P.e. 30 a 509C) y se lo sesa en el vacio.

Rendimiento: 94 g.

Voltmen: 3,5 ml/g.

Voltmen de hinchamiento en agua: 4,7 ml/g

Superficie especifizus § 2/,

Contenido de #Acidc daspués de la saponificacién de

los grupos anhidrids: 3,5 miliequivalantes/g,

Ejemplo 1b

1 g de la resina o¢ #orcrie preparada segin el Ejem
plo 1a, se suspende en 30 mi de una solusidn acuosz do 132 7

(unidades) de penicilinacilasa (actividad especifica | "/az

| de proteina (biuret)). Mientras se mantiene constentsz el valor '

PH & 6,3 por adicién de lejia de sosa tf-normal, cor i sy:da de'
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'ﬁn gparato para niantener constante el pH, se agita ia suspen-
.siénAdurante 20 horas a 259C. Subsiguientemente se filtra a
suceidén por uns frita de vidrio G3 y se lava la resina prime-
ramente con 50 ml de fosfato tampén 0,05 moler, pH = 7,5, qﬁe

I  conﬁien§ cloruro de sodio 1-molar y luego ¢on 50 ml de fosfa-

| to. tampén 0,05-molar sin cloruro de sodio. Por un 1avado_ulte—'
rior, la actividad de la resing no sé altera.

fctividedes enziméticas (ensayo con NIPAB)

Solucién de pertida: 132 U
10. - Caﬁa superidr + agua de. lavar: 12 U
| Regina después de la reacciéns 86 U

= 65 % de la actividad de partida.
' Ie actividad enzimitica de la penicilinacilasa fué
medida colorometricémente o titrimetricamente con &cido 6-ni~
15, - tro=3-(N-fenilacetil)-aminobenzéico (NIPAB) 0,002-molar como
sustrato al valor pH de 7,5 y a 2592C. El coeficiente de extin
cién molaxr del 4cido 6-nitro-3-sminobenzbico que se forma, as--
ciende a Ejqggy = 9090, 1 unidad (U) corresponde a la reaccién |
de 1/u‘mol'de,sustrato por minuto.
20. : ' . Ejemplo 2a

._ Una solucién de 90 g de dimetacrilato de etilengliodl;l
10 g de anhidrido de 4cido maléico ¥y 1 g de nitrilo de 4eido
i‘azoiaobutirico en 1 litro de benceno, se polimeriza bajo' agi-
tacién primeramente a 602C. Al cabo de 4 horas se agregan
25. | 200'ml de bencina (P.e. = 100 & 14026) y 1 g de nitrilo de doi
“do azoisobgfirico ¥y se polimerima durante 2 horas & T02C y
otras 2 horas a 802C, '

Subsiéuientemente se recoge por succién el polimero,

se lo lavé.bien con éter de petréleo (P.e. = 30 & 502C) y me

30. 1o seca en vacio.
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"Volumen de hinchamiento en agua: 8,0 ml/g

| Resina de soporte despuras ¢2 lu reassidn: 3910 U

Rendimiento: 97 g

Voltmen aparente: 6,4 ml/gi

Superficie especifica: 298 mz/é
Contenido de 4cido después de la saponificacién de los grupos
anphidrido: 1,5 miliequivalentes/g.
. Ejemplo 2b
68 de la resina de soporte obtenida segin el Ejem-

plo 2a, se hicieron reaccionar analogamente al Ejemplo 1b, con

590 U de penicilinacilasa en 165 ml de agua.
Resultados ‘
Actividedes enzimédticas (ensayo con NIPAB)
Solucién de partidas 590 U

Cepa superior + agua Ge lavado: 26 1J

Resina de soporte despuis Ce i reacclfms 352 U
= 60 % de lao actividad de partidi, i

Ejemplo z:

1 g de ls resine ¢ soperse crienida pogua o wjen -
plo 2a, se hizo reaccionar snalogmaente sl Bjemplo 1b, con
100 g de asparaguinasa. '
Actividades enzimdticas (Hidrélisiz de asparaguina)
Solucién de partida: 21000 U

Capa superior después de ir coasciéns 3360 U ‘

= 19 % de la actividad do pactice,

Ejemplo 3a

‘La copolimerizacii: ¢ 4 & de dimetacrilrio e

dietilenglicol con 10 g de anhidride de dcido maldico nr.’ s das
condiciones del Ejemplo 2& da:
Rendimiento: 96 g
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: Vblﬁmen de hinchamiento en agua: 6,7 ml/g
';mmuﬁw19muwwwﬂwmyg

gin el Ejemplo 3a, a una solucién de 50 mg de una elastasa
“inespecifioa de una actividad enzimética dé 139 U en 32 ml de

}. dio 1-normel en fosfato tampén 0,05-molar, pﬁ 755, y-éubsi—
‘ -guientemeﬁte con 50 ml de fosfato tampdn 0,05-molar, PH 7,5.

| Resultado:
Solucién de partidas V 139 U
Capa superior y soluciones de lavar: : 51 U

7 1igadadas'a'1a resina de soportes: 150 -

-meticamente con caseina como sustrato (concentracién 11,9 n@yhl)

‘16 hqrasia 1a.tempepatura embiente, menteniéndose el valor pH

.constan%e é'G,Bz.La elaboraeibn pfocedié como se indicé en el

Voltmen aparente: 5,5 ml/g

Superficie especifica: 9,2 m%/g
Contenido de 4cido después de la saponiflcacién de grupos

Ejemplo 3b
Se agregé 1 g de la resina dé soporte preparads se-

ague. Se agité la preparacién durante 16 horas a la temperatu
ra ambiente, manteniéndose constante el valor pH a 5,8, Termi
nada la péaccién se recbgié la resina por succién y'se la-

lavé primeramente con 50 ml de una solucidn de cloruroAde 850-

=117 5 de la actividad de partida.
_ En ésto, se determiné la actividad enzimética titri—

gl‘pH de 8,0 y a 259C, 1 unidad (U) corresponde al consumo de
12 mol de lejia de potasa chustica por mimito.

Ejemplo 3o

Se agregb 1 g de la resina de soporte preparada ée-
gﬁn el Ejemplo 3a, a una solucidn de 50 mg de ureasa cristall-'

zada,(Merck) en 32 ml de agua. Se agité la preparacidén dursnte
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Ejemplo 2d.

Resultado: _

Solucién e partidas | 5013 U
Capa superior y soluciones de lavado: ‘1397 13
ligadas a‘ la resina de soporte: 1405 U

= 28 % de la actividad de partida.

Se determiné la actividad enzimética de la ureasa
titrimeticamente con ureg 0,17-molar como sustrato a 259C y
al pH de 6,1. 1 unidad (U) corresponde a la cantidad de enzi-

ma que desdoblav1/u mol de urea por minuto. -

Ejemplo 3d

N 0,4 g de la resina de soporte obtenida segin el
Ejémplo 3a, =e hicieron reaccionar ﬁon 40 mg de glutatidén en
32 ml de agua durante 16 horas a la temperatura ambiente y a
un vélor pH constante de 6,3. Se recogld la resina por sucecidn
Yy se la lavé primeramente con ung solucién de eloruro de sodio
1-normel en fosfato tampoén 0,05~-molar, vH 7,5, y svbsigulente-~
mente con ague. Lespués del secamiento de la resina en vacio a
1002C sobre pentéxido de fésforo, se obtuvieroﬁ 0447 g. La de=-
terminacién de nitrégeno segin Dumas dié un valor de 1,1 % de
N correspondiente a un contenido de 8,04 % o 37,8 mg de gluta-
$ién. Esto es un 94 % de la centided splicads de glutatiéa.

Ejemplo 4a

Se ‘disuelven 80 g de dimetacrilato de tetraetilen-

glicol, 20 g de anhidrido de 4eide malélco y 1 g de Porofor N

en 1 litro de benceno ¥y se polimeriza bejo egitacién lenta du-

rente 16 horas a 802C, Se elaboura el polimero en forma andloge

'al Ejemplo 1a,

Rendimiento: 95 g
Volimen aparente: 2,5 ml/g.
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Vﬁldmen de hinchamiento: 3,0.ml/g
Conténido‘de écido después de la saponificacibén de los
grupos anhidrido: 2,6 miliequivalentes/g.

Ejemplo 4b -

La reaccidén de 1 g de la resina de soporte prepara-
da segun el Bjemplo 4a, con penicilinacilasa en forma andloga
al Ejemplo 1b, da los siguientes resultados;
Actividades enzimdticas (ensayoréon NIPAB)
Solucién de partida: : 123 U
Capa superior + soluciones de lavar: 130
Resina de soporte después de 1la reacecibén: 79 U
= 64 % de la actividad de‘partida.

Ejempio 4e

Se agregaron 0,4 g de la resina de soporte preparada
segin el ejemplo 48, & una golucién de 40 mg de tripsina en

32 ml de una solucidn de clorure de caleio 0,01-molar y se la

v agitébdurante.16,horas‘a la temporaturs ambiente, mientras se

mentiene constante el valor pH & 6,3. Se recogld la resina y

gse la lavé segin el Ejemplo 1b.

1 Aetividad enzimédtice
| en la solucién-de partide: o 44 U

en la capa superior y en las soluciones de lavar: 5,2 U
ligades a la resina: 8,3 U
= 19 % de la actividad de particde.

" Se midid 1la actividal enzimética colorimetricamente

segﬁnfTuppy, 4, Physiel, Chem. 329 (1962) 278, con p-nitro-

anilida de benéqil~arginina como sustrato. 1 unidad (U) correg

| ponde al desdoblamiénto de 1/u mol & 25¢C y al pH de 7,3.

Ejemglo 44

Se agregé 1 g de 18 resina preparada segin 21 Ejem-
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‘plo 48, & una solucidn de 50 mg de elastasa inespecifica en

. temperature amblente, mientras se mentuvo constente el valor

‘ pH;a 5,8, la elabordeién y la determinacidn titrimétrica de

| butirioo durante una hora & 902C. Entonces & 8090 ge instila
~une solucién de 95 g de dimetacrilato de etilenglicol, 5 g de
| anhidridd de dcido maléleo y 1 g de nitrilo de Acido azoiso-

,veoes oon.benceno y con éter de petrdleo (P.e. 30 & 5090) ¥

'se lo sece en vacio.

,Voldmen aparenta~ . 14 ml/g
Voldmen de hinchemiento er sgua: 15,2 ml/g
. L. t i .

. Superficie especifica: 70 mz/g

' -Coﬁtenido'de éoido después de le gaponificmcién

32 ml de agus. Se agité le suspensidén durente 16 horas a la

las actividedes enzimédticas con caseina como sustrato fqefon
realizadas segin lo indlcado en el- Ejemplo 3b.

Actividad enzimétlca

en la solucién de partida: i39 U

en le caps superior y las solacionés de lavar: 32 U

ligedes a le resina: 36U

= 26 % de la actividad de partida.

Ejemplo 5a

-En un recipiente agitador se calientan 1 litro de

bencina (P.e. 100 & 1402C) y 1 g de nitrilo de 4cido azoisgo~-

hutirico dentro de 3 horas y se agita durante otras 2 horas a
le misma temperature.

‘Se recogé el polimero por succidén, se lo lava varias

Rendimiento. ' .,>. ; 96 g

de los grupos anhidrido. 0,5 miliequiValentes/g.
Ejemplo 5b

Se agitaron 0,4 g de la regina preparada segin el
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Ejemplo Sa,.cbh 40 mg de glutatién en 32 ml de agua durénte

16 horas & la temperatura ambiente y a un valor pH de 6,3 man-—
tenido constante. Se recogié la resina por succibn y se la le- |

| w6 y secé de acuerdo con el Ejemplo 3d. Se obtuviercn 0,46 &

de resina que contenia 0,9 % de N, segin Dumas. Esbo ocorres—
ponde a un contenido de 6,6 % 6 30,4 mg.de‘glutatién = 76 %
de la cantidad aplicade.
o Ejemplo 6a

Uné solucién de 62,5 g de dimetacrilato de tetra-
etilenglicol, 37,5 g de anhidrido de &cido maléico y 1 g de
nitrilo de doido azoisobutlrico en 150 ml de acetato de butilo
N 1 Iitro de bencina (P.e. = 100 & 1402¢), se polimeriza bajo
agitaoiép durante 2 horas a 702C, durante otras 2 horas a 752C
¥y durénfe una‘hora y media a 902G, Se fecoga el polimero a

succién, se lo extrae con benceno durante 24 horas en el ex~

-tractor de Soxhlet y Se lo seca en vacio.

Rgﬁdimientoz 77 &
Volémen aparente: - 1,3 ml/g
Voldmen de Hinchamiento en agua: 8,2 ml/g
Superficie especifica: 19,4 n°/g
Contenido de &cido después de la saponificacién
de los grupos anhidrido: 4,0 miliequivalentes/g.
Ejemplo 6b |

: Ia feacci&n de 1 g é¢e 3 regina de soporte preparada
segin el,Ejemplo Ga; con penisilinacilage en forme andloge al
Ejémplq 1b, dié los siguientes resultados: '
Actividades enzimédticas (ensayo con NIPAB)
Solucién de partida: 107 U
Capa superior y SOiuciones de lavar: 28 U

Resina de soporte después de la reaccién: 55 U
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=51 % de la actividad de partida. [

Ejemplo Ta _ 4 _

Una.sélucién de 90 g de dimetacrilato de- tetreetilen
-glicol, 10 g de anhidrido de &cido maeléico y 1,0 g de nitrilo
5. de écido azoisobutirico en 200 ml de acetonitrilo suspendido
~ |'en 1000 ml de bencina (P.e. 100 a 1402C) en que se disolx}ig-
ron 5 g de una mezcle de mono- ¥y dioleato-de glicerina. Sé po-~
limeriza la mezcla de reaccidén a 602C hasta la fommacidén ae
perlas s6lidas (aproximadamente durante 2 horas) y‘subsigu%en-
10. temente durante 20 horas a 652C, Se aisla el polimerizado por
filtrgcién y se lo lava {res veces en benceno y tres veces en

éter de petiréleo (P.e. = 30 a 502C) y se lo seca en vacio a

502C.
Rendimiento: 9% g
15, Didmetro medio de las particulas: ~ 0,35 mm
Voldimen aparente: A' 2,8 m1/g
Voltmen de hinchamiento en agus: 3,1 ml/g
Superficie especifica: 3,4 mz/g
Contenido de &cido después de la saponificacién
20, de 1os'grupqs anhidridot 1,5 miliequivalentes/g
Ejemglo b

La reaccidén de 1 g de la resina de: soporte preparads
segin el Ejemplo 7a, con penicilinacilass en forma andloga al

Bjemplo 1b, did los siguientes resultados:

25. . Actividades enzimdticas (enseyo con INIPAB)
Solﬁcién de partida: 107 U
Capa superiof ¥ soluciones de luvar; 51 0

Resina de soporte después de la reaccién: 19 U

= 18 % de la actividad de partidé. f i
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Ejemplos para el desdoblamiento dé-geniciliﬁa

Ejempld 8 -

79 g de penicilinacilasa'ligada a un soporte en es-
tado himedo con una actividad de 687 U (ensayo con NIPAB), que

fué preparada por ligadure de penicilinacilasa & un copolimery |

‘zado de dime+acrilato de etilenglicol‘y anhidrido de 4dcido ma-
1éico, segﬁn.ei Ejemplo 2, se agitan con 129 g de peniciline G

potésica (pureza 98 %) en 2000 ml de agua durante 9 horas &
38¢e¢, manténiéndose el valor pH de la mezcla de reaccibn por
adicién continuada de trietilamina constante & 7,8. Ia absor-
cién de trietilemine se paraliza con la terminacién de la reac
cién. $e separa la penicilinacilasa ligada a2l soporte por cen-
trifugacién o por filtracién 2 succién, se la lava con 200 mi
de agua ¥y con 200 ml de fosfato tampén 0,2-molar, pH = 6,53

la misme queda asi lista para une nueva carga. El filtrado con |-

inclusién de las soluciones de lavado, se concentra en vacio

haste 300 ml. El &cido 6-aminopenicilénico (6=APS) es precipi~
tado por adieién de 4eido clorhidrico semiconcentredo en el .
punto'isoeléctrico al pH de 4,3 én presencia de 200 ml de
metilisobutilcétona. Al cabo de una hora se 1lo recoge @or suc—
cibn, se lo lava primeramente con 200 ml de agua y luego con
200 ml de &cetona. El 6-APS ez secado en vacio & 4090C;
P.f, = 2082C, El rendimiento de 6-APS asciende a 67,8 g =
90,5 % de la teoria, |
Ia pureze es de uh 98 %.

Ejemplo 9

60 & de penicilinacilasa ligada a un soporte en ests

"do himedo con una actividad de 673 U (ensayo con NIPAB), que

| fué preparada por ligedura de penicilinacilasa & un ccopolime=-

rizado de dimetacrilato de tetraetilenglicol y anhidrido de
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écido maléico segin el Ejemplo 1, son agitados con 129 g de
peniciline G pothsica en 2000 ml de agua durante 9 horas a
38e¢, manteniéndose, por adicibén de trietilamina, el valor pH
constente & 7,8, La elaboracién ulterior es efectusda analo-
gamente al Ejemplo 8. El rendimiento de 6-APS agciende 2 65,3 g

= 87 4% de la teoria,

Deserita suficientemente la naturaleza del invento,
asi como la manera de realizarse en 18 préctica, débe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus-
ceptitles de modificaciones de detalle en cuanto ﬁo alteren su
principio fundamental. También se hace constar que el invento
corresponde & una solicitud de patente presentada en Alemania
con el n? P 22 15 539.1 de 30 de marzo de 1972, acogiéndose
por lo tento a los veneficios que conceden los Convenios Inter
nacionales en vigor, siendo io que constituye la esencia del
referido invento por 1o gue se solicita Patente de Invencidén
por 20 afios en Espafia, sobre: PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION
DE PREPARADOS DE PROTEINA INSOIUBLES EN AGUA; carscterizdndose
por lo diguiente:

1.~ Procedimiento para la produccidén de preparados
de proteing insolubles en aguia, caracterizado porgue, chlenle~

dos sobre el total de mondmeves del copeclimerizada, A) 0,1 a

‘50 % en peso de anhidridss de &cidcs dicarboxilicos ol,(3~

monoolefinicamente insatuxﬁdom cont 4 a 9 dtomos de carbono, y
B) 99,9 @ 50 % en peso de por Lo manss un miembro del grupo
consistente en di~ y poliacriletos y di-~ y polimetacrilatos de
dioles y polioles, segin el método dé la polimerizacidn de
preciplitacién asi como de 1la polimerizacidén en suspzngidn, en

disolventes o mezclas de disolventes inertes peare grup0s anhi-
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drido, se polimerizan & temperaturas de 20 & 2002C en presen-
cia de compuestos formadores de radicales yvsubsiguienteménte
el copolimerizado se hace reacoionar en suspensidn aéuosa con
una soluc;ién de proteina para formar preparados de proteina
iﬁsolubles en agua.

2.~ Procedimiento segﬁﬁ la reivindicacién 1, carac-

| terizado porque las unidades copoclimerizadas del componente

A del copolimerizado constan de un anhidrido de uno de los &ci
dos maléico, itagénico y citracénico, y las unidades copolime-
rizadas del componente B del copolimerizado constan de com-
puestos del grupb que comprenden diacrilatos y dimetacrilatos
de dioies con 2 a 4 &4tomos de carbono, y por lo menos un miem-
bro del grupc formado por producto de reaccidn de 1 mol de
estos dioles con 1 2 20 molies de 6xido de alquileno con 2 a 4
dtomos de carbono, y trimetacrilato de trimetilolpropano.

3= Prccedimienﬁo segin la reivindicacién 1, cerac-
terizado porque lzs unidades copolimerisades del componente A

del copolimerizadc constan de unhidrido de dcido maléico y

| aquellas del componente B constan de dimetacrilatos de los si-

guientes glicoles: etilenglicol, dietilenglicol, trietilen~
glicol, tetraetilenglicél y polietilenglicoles superiores con

un peso molecular de hasia 1000.

4.~ Procedimiento segin las reivindiceciones ante-

rioreg, caracterizadc porgue 18 proteins ligada es una enzima,

5.- Procedimiento segin lag reivindic@clones 1 a 3,

- caracterizado porque la proktelna iigada es un inhibldor de

enzime.
6.~ Procedimiento segin las reivindicacionszs 1 & 5,
caracterizado porque el copolimerizado se hace reaccionsr en

suspensién acuosa con una solueidn de penicilinacilamgs acnosa

P L)
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pobre en sal, a un pH de 5,7 & 6,8,

7+~ Procedimiento segin la reivindicacién 6, carac-

terizado porque la concentracién saline del medio de reacelédn

en el comienzo de la reaccién del copolimerizado con la solu-
cién de pgnicilinacilasa agciende & menos de 0,02 moles/1itro.

8.~ Procedimiento paré la produccién de preparados
de profeina insolubles en agua, tal y como queda sustencial-
mente descrito en la presente Memoria.

Esta Memorie consta de 33 hojas escritas a méquina
por una sols car@..

—— 29 HAR, 1973
BAYER AKTIENGESELLSCHAFT.

. BOMEZ ACEBD Y HUDE,
B i Fitmedor L. Gosla Farafasiag)
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