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PROCEDIMIENTO PARA IA PROmCCION DE PREPARADOS DE 
PROTEINA INSOLUBLES EN AGUA.
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Leverkusen-Bayerwerk, República Federal Alemana.

La invención se refiere a un procedimiento para 
la obtención de nuevos preparadla de proteina insolublea en 
agua, que se caracterizan por al hecho de que se trataa de 
proteinas que están fijadas en nuevos copolimerizados reti- 

5 . culados capaces de hincharse. Estos nuevos preparados son
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adecuados para la realización de reacciones catalizadles por ¡ 
enzimas.

El enlace covalente de sustancias a soportes políme­
ros insolubles adquirió en los últimos años cada vez mayor im­
portancia. Ofrece ventajas particulares la fijación de com­
puestos catalíticamente eficaces, por ejemplo enzimas, en 
virtud de que en esta forma, una vez terminada lá reacción pue­
den ser separados fácilmente ^ aplicados nuevamente repetidas, 
veces.

Como soportes con grupos reactivos ya se propusie­
ron varias veces copolimerizados de anhídrido de ácido maléi­
co y de compuestos de vinilo. Copolímeros del anhídrido de 
ácido maléico con etileno y compuestos monovinílicos, sin em­
bargo, en la reacción con soluciones acuosas de enzima llegan 
a ser más o menos hidrosolubles, con el resultado de que an­
tes de o durante la reacción convenientemente debe agregarse 
un agente reticulante adicional, por ejemplo una diamina. Los 
preparados de enzima asi obtenidos son filtrables en forma 
relativamente mala y comprenden componentes solubles, lo que 
conduce a pérdidas en enzima fijada (compárese: E. Katschalski, 
Biochemistry.3, (1964), páginas 1905-1919)*

Además, fueron descritos copolimerizados de acril- 
amida y ácido maléico que por calentamiento posterior son 
transformados en la forma de anhídrido. Estos productos estén 
reticulados en forma relativamente ¿ebíl, se hinchan muy fuer­
temente en agua.y poseen una estabilidad mecánica tan solo mo­
derada, lo que conduce a pérdidas por fricción en la aplicación 
de estas resinas (compárese: Patente alemana publicada no exa- j
minada No. 1.908.290). !

iAdemás, fueron preparados polímeros de soporte fuer- '
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temante reticulados por copolimerización de anhídrido de ácido 
maldlco con éteres divlnillcos. Debido al tipo alternante de 
copolimerización de los monómeros, esos polímeros contienen 
una proporción muy elevada de grupos anhídrido - en los ejem­
plos indicados, cada vez más de 50 % en peso de anhídrido de 
ácido maléico - cuya proporción es determinada por el peso mo­
lecular del monómero éter vinllico y, por ésto, puede ser adag) 
tada tan solo dentro de límites relativamente estreohos a la 
respectiva finalidad de aplicación (compárese: Patente alema­
na publicada no examinada No. 2.008.996).

El problema a soluciones por el presente invento, 
era aquél de encontrar nuevos productos de reacción de. proteí­
nas y péptidos con nuevos copolimerizados fuertemente reticu- 
lados hinchables en agua con un contenido fuertemente variable 
de grupos cíclicos de anhídrido de ácido dicarboxilico y un 
procedimiento para su producción. Los nuevos productos de reac 
ción de proteínas y péptidos con los nuevos copolimerizados no 
deben tener o tan solo deben tener a un grado insignificante - 
las desventajas de los preparados de proteina hasta ahora cono 
cidos.

El problema fué solucionado de tal manera que, según 
los métodos de polimerización en suspensión o de precipitación, 
anhídridos de ácidos dicarboxllicos o/,^-monoolefinicamente 
insaturados y di- o poli-acrilatos o -metacrilatos de dioles 
o polioles fueron polimerizados a formar copolimerizados esta­
dísticamente sintetizados y estos copolimerizados según la in­
vención se hicieron reaccionar con soluciones acuosas de pro­
teina a formar preparados de proteina.

Por consiguiente, constituyen el objeto de la inven- 
j ción proteínas fijadas en copolimerizados reticulados que cons
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tan de unidades copolimerizadas de
A) 0,1 a 50 % en peso, preferiblemente 2 a 20 % en peso de

anhídridos de ácidos dicarboxílicos 
c4 , ̂ -monoolefinicamente insaturados 
con 4 a 9 átomos de carbono y

B) 99 ,9 a 50 % en peso, preferiblemente 80 a 98 % en peso de
di- y/c poli-acrilatos o -metacrilatos 
de di- y/o polioles.

Los copolimerizados reticulados poseen volúmenes 
por peso de 2 a 20 ml/g, superficies especificas de 1 a 400 
m^/g y, después de la saponificación de los grupos anhídrido, 
contienen 0 ,0 2 a 10 miliequivalentes de ácido por gramo.

Además, constituye el objeto de la invención un pro­
cedimiento para la producción de estos preparados de protei- 

na, caracterizado porque -calculado sobre los monómeros en 
total-
A) 0,1 a 70 % en peso, preferiblemente 2 a 35 % en peso de

anhídridos de ácidos dicarboxílicos 
,^-monooleflaicamente insaturados 

con 4 a 9 átomos 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 polimerizan según el método de la polimerización de preci­
pitación o el.de la polimerización en suspensión en disolven­
tes o mezclas de disolventes inertes para grupos anhídrido, 
a temperaturas de 20 a 2009c en presencia de compuestos forma- 
dores de radicales, y los copolimerizados asi obtenidos se 
hacen reaccionar con Soluciones de proteina bajo formación de 
los preparados de proteina según la invención.
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Finalmente, constituye el objeto de la invención la 

aplicación de preparados de enzima insolubles en agua obteni­
dos según el invento para la realización, d̂ e reacciones catali- 
zables por enzimas. - '

Sobre la preparación de los copolimerizados reque­
ridos como productos de partida para la síntesis de prepara­
dos de proteina, cabe'decir lo que sigue:

Como anhídridos de ácidos dicarboxilicos c/,^3-mono- 
oleflnicamente insaturados con 4 a 9 átomos de carbono, prefe­
riblemente con 4 a 5 átomos de carbono, que se necesitan para 
la producción de los copolimerizados, sean mencionados parti­
cularmente: anhídrido de ácido maléico, itacónico o citracóni- 
co, especialmente el anhídrido de ácido maléico. Para la oopo- 
limerizaclón pueden aplicarse también mezclas de estos anhí­
dridos.

Los di- y/o polimetacrilatos o los di- y/o poli- 
acrilatos de dioles y/o polioles a aplicar según la invención, 
se derivan de compuestos con por lo menos dos grupos OH al­
cohólicos o fenólicos, preferiblemente alcohólicos, respecti­
vamente de sus productos de reacción con óxidos de alquileno 
de 2 a 8 átomos de carbono, preferiblemente de 2 a 4 átomos 
de carbono, o mezclas de estos óxidos de alquileno, estando 
copolimerizado con 1 mol del compuesto que lleva grupos hidro- 
xilo, 1 a 10^, preferiblemente 1 a 20 partes estructurales de 
óxidos de alquileno. A titulo de ejemplo sean mencionados óxi­
dos de alquileno: los óxidos de etileno, propileno, butileno, 
trimetiíeno y tetrametileno, el bis-clorometil-oxaciclobutano 
y el óxido de estireno, preferiblemente el óxido de etileno y 
el óxido de propileno. También es absolutamente posible apli­
car productos de reacción de compuestos con por lo menos 2 áto-
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mos de hidrógeno reactivos de Zerewitinoff, que no se deri-  ̂
van de alcoholes o fenoles, con los precitados óxidos de al­
quileno para la producción de los di- y/o poli-acrilatos ó 
-metacrilatos.

Los di- y poli-acrilatos y -metacrilatos de dioles 
y polioles a aplicar según la invención, son obtenidos según 
métodos conocidos, por ejemplo, por reacción de los dioles 
y/o polioles con cloruro de ácido acrilico, respectivamente 
ácido metacrilico en presencia de cantidades aproximadamente 
equimolares, calculados sobre cloruro de ácido, de aminas 
terciarias, por ejemplo trietllamina, a temperaturas inferio­
res a 20SC, en presencia de benceno (compárese: Patente alema­
na publicada no examinada No. 1.907.666).

Como dioles, respectivamente polioles con por lo 
menos 2 átomos de carbono, preferiblemente 2 a 12 átomos de 
carbono, entran en consideración, por ejemplo, etilenglicol, 
propandiol-1,2 , propandiol-1,3 , butandioles, particularmente 
butandiol-1,4 , hexandioles, decandioles,. glicerina, trimeti- 
lolpropáno, pentaeritrita, sorbita, sucrosa y sus productos 
de reacción con óxidos de alquileno, tales como los preceden­
temente indicados. También poli-bis-clorometil-oxaciclobutano 
y óxido de poli'estíreno son apropiados. Pueden-.aplicarse tam­
bién mezclas de dioles y polioles.

De preferencia, se emplean diacrilatos o dimatacri- 
latos de diolés con 2 a 4 átomos de carbono y/o productos de 
reacción de 1 mol de eatos dioica con 1 a 20 moles de óxido 
de alquileno con 2 a 4 átomos de carbono, respectivamente 
trimetacrilató de trimetilolpropano.

'Son particularmente ventajosos los dimetacrilatos ¡t
de etilenglicol, dietilenglicol, trietilenglicol, tetraetilen- }
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glicol o polialquilenglicoles superiores de un peso molecu­
lar de hasta 1000 o sus mezclas.

Si se desea, además de los di- y/o poliacrilatos o 
-metacrilatos a emplear según la invenoiói.., podrían agregarse 
también agentes reticulantes usualmente empleados con por lo 
menos 2 ligaduras dobles no conjugadas, por ejemplo adipato 
de diviniío, bisacrilamida de metileno, triacrilformal o 
cianurato de trialilo en cantidades de aproximadamente 0,01 

a 30 % en peso de la mezcla de mohómeros.
Gracias a la posible amplitud de variaciones en la 

composición de la mezcla de monómeros, dentro de un margen 
muy amplio, pueden adaptarse a la respectiva finalidad de apli, 
cación la hldrofilia, la densidad de reticulación, la capaci­
dad de hinchamiento y el contenido de grupos anhídrido de los 
cópólimerizados según la invención,.

La polimerización puede ser realizada, por ejemplo, 
en un disolvente orgánico, como polimerización de precipita­
ción, en la cual los polímeros empiezan a precipitarse ya bre­
vemente, después del comienzo de la polimerización. De por si 
son apropiados todos los disolventes inertes para grupos anhí­
drido . Disolventes particularmente ventajosos son hidrocarbu­
ros alifáticos, cicloaiifáticos y aromátijos, asi como hidro­
carburos halógeno-sustituidos, hidrocarburos alquilo-aromátí- 
cos y ásteres de ácidos oarboxilicos/

A titulo de ejemplo, sean mencionados} heptano, 
octano, isoctano, fracciones de bencina con puntos de ebulli­
ción de aproximadamente 60 a 20030, ciclohexano, benceno,, to­
lueno, xilenos, clorobenceno, diclorobencenos, acetato de 
etilo, acetato de butilo.

Los disolventes deben tener preferiblemente un punto
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de ebullición de por lo menos 60SC y deben ser. bien eliminar- . 
bles en vacio del polimeri'zado de precipitación. Para 1 parte 
de* la mezcla de monómeros, se aplican unas 2 _a 50, preferible^ 
mente 5 a 20 partes en peso del disolvente. Sobré las propie­
dades de los copoiimerizados, particularmente el peso 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 polimerización en 
un disolvente para el polímero y durante el desarrollo de la 
polimerización agregar continuamente un agente de precipita­
ción para el polímero. El agente de precipitación puede ser 
agregado también en determinados momentos en una o varias por 
ciones. Además la mezcla de monómeros puede ser aplicada con­
juntamente con un agente iniciador como solución o, sin disol 
vente, en una cantidad dispuesta de disolvente, de modo que 
durante la polimerización se mantiene una concentración baja 
uniforme de monómeros. Por aplicación de monómeros de acrilo 
o metaorilo de diferente hidrofilia y por variación de las 
condiciones de polimerización, pueden prepararse, dentro de 
un margen muy amplio, productos de buena estabilidad mecánica 
con una capacidad de hinohamiento, una densidad y una super­
ficie especifica adaptadas a la respectiva finalidad de apli­
cación.

. Loa copoiimerizados gegdn la invención pueden ser 
producidos también por polimerización en suspensión. El tipo 
más usual de la polimerización en suspensión, en la cual los 
monómeros, eventualmente bajo adición de un disolvente orgáni­
co, son suspendidos en agua, puede ser aplicada en este caso 
tan soló con poco éxito, en vista de que el anhídrido es hidro
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lizado muy rápidamente, el ácido dicarboxilico formado pasa ¡ 
principalmente a la fase acuosa y es incorporado tan solo en 
pequeña cantidad en el polímero. Por esta razón, la polimeri­
zación en suspensión es realizada convenientemente en un medio 
orgánico. Los monómeros y el agente iniciador se disuelven en 
un disolvente inmiscible con parafinas e inertes para grupos 
anhídrido, tal como por ejemplo, acetonitrilo, dimetilformami- 
da, sulfóxido de dimetilo o triamida de ácido hexametilfosfó- 
rico y, en la mayoría de los casos, se distribuyen bajo adi­
ción de agentes dispersantes en la fase coherente. Como fase 
coherente, son particularmente apropiados hidrocarburos de 
parafina, tales como hexano, heptano, octano y homólogos su­
periores; hidrocarburos cicloalifáticos, ta1.es como clclo- 
hexano, así como mezclas de parafinas, tales como fracciones 
de bencina o aceite de parafina. La proporción en volómen de 
fase coherente:fase de monómeros es de 1:1 hasta 10g1, prefe­
riblemente de 2:1 hasta 5:1.

Para la estabilización de la suspensión, pueden apli 
carse,por ejemplo, mono- y dioleatos de glicerina, asi como 
mezclas de estos compuestos, mono- y trioleatos o -estearatos 
de sorbitán, monoéteres de polietilenglicol con alcohol este- 
arllico o laurllico o nonilfenol, monoésteres de polletilen- 
glicol con ácido oléico, ácido esteárico y otros ácidos grasos 
con más de 10 átomos ¡i-', carbono, asi como la sal sódica dal 
áster dietilico de ácido sulfosuccinico. Estas sustancias sen 
aplicadas en cantidades de preferiblemente 0 ,1 a 10 calcu- t
ladas sobre la mezcla de monómeros y, por lo general, son di- j 
sueltas en la fase de hidrocarburo. El tamaño de partícria de }
los polimerizados en suspensión puede ser reducido, además ¡

1
de por el aumento de la velocidad de agitación, por la adición!
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de uh 0 ,1 a 2 %, calculado sobre los monómeros¡¡ de una sustan­
cia tensíoactiva ulterior, por ejemplo de un sulfonato de 
alquilo.

La polimerización es provocada por agentes inicia­
dores radicálicos. Agentes iniciadores apropiados son por 
ejemplo compuestos azóicos o per-cómpuestos. El compuesto azói 
co más usual para provocar la polimerización, es el nitrilo de 
ácido azoisóbutirico. Como per-compuestos entran en considera­
ción principalmente peróxidos de diacilo, tal como peróxido de 
dibenzoilo, o percarbonatos, tales como los percarbonatos de 
dilsópropilo y de diciclohexilo; sin embargo, pueden emplear­
se para la iniciación de la polimerización también peróxidos 
dialquilicos, hidroperóxidos y sistemas redox (de reducción- 
oxidación) eficaces en disolventes orgánicos.

Los agentes iniciadores Bon agregados en cantidades 
de un 0,01 a 10 preferiblemente de un 0 ,1 a 3 calculado 
sobre la cantidad en peso de la mezcla de monómeros.

La polimerización es realizada a temperaturas de 
unos 20 a 2003C, preferiblemente de 50 a 10090, en dependencia 
de la velocidad de descomposición de los agentes iniciadores 
y, en la mayoría de los casos, a una temperatura inferior al 
punto de ebullición de los disolventes y, én el caso de la 
polimerización en suspensión, a una temperatura inferior a la 
temperatura de mezclamiento de las dos fases. Además, por re­
gla general, es ventajoso polimerizar en una atmósfera inerte 
bajo ausencia de oxigeno.

Los copolimerizados obtenidos por polimerización de 
precipitación, son sustancias pulverulentas incoloras hasta 
débilmente amarillas con volúmenes por peso dé 1 ,5 a 30 ml/g,
preferiblemente de 2 a 20 ml/g y con superficies especificashSH)! -. * i'!.'
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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 titrimétricamente después 
de la saponificación de los grupos anhídrido, es de 0 ,0 2 a 10 

miliequivalentes/g, preferiblemente de 0,4 a 4 miliequivalen­
tes/g.

Los polimerizados en suspensión son perlas blancas 
o débilmente coloreadas que, en algunos casos, pueden tener una 
forma irregular y un diámetro de 0 ,0 3 a 1 mm preferiblemente de 
0 ,05 a 0 ,5 mm y volúmenes por peso de aproximadamente 1,4 a 
8 mg/g, preferiblemente de 1,4 a 5 ml/g. Su contenido de gru­
pos carboxilo determinado después de la hidrólisis de los gru­
pos anhídrido, es de 0 ,0 2 a 10 miliequivalentes/g, preferible­
mente de 0 ,4 a 4 , miliequivalentes/g.

Los copolimerizados según la invención contienen las 
unidades copolimerisadas estadísticamente distribuidas. Gracias 
a su elevada densidad de reticulación, los copolimerizados son 
insolubles en todos los disolventes. Por ésto, no pueden deter 
minarse pesos moleculares.

Los copolimerizados pueden hincharse en agua a 1,1 
hasta 2,5 veces su volúmen aparente. Se prestan excelentemente 
bien como resinas de soporte para la fijación de sustancias 
que pueden reaccionar con los grupos anhídrido de los copoli­
merizados.

Las resinas de soporte son introducidas a temperatu­
ras entre 0 y 30SC directamente en la solución acuosa de la 
sustancia a ligar, preferiblemente en la solución acuosa de 
una proteína debiéndose mantener constante el valor pH,

Si han de ligarse proteínas a los copolimerizados 
según la invención, convenientemente se trabaja, mediante un 

] aparato capaz de mantener constante el valor pH, dentro de un
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margen pH de 3 a 10, preferiblemente de 5,5 a 9,0. Si como pro t 
teína se aplica penicilinacilasa, convenientemente se trabaja 
dentro del margen pH de 5,7 y 6,8. Durante la reacción dé li­
gadura, al objeto de mantener oonstante el margen pH, debe 
agregarse permanentemente una base, entrando en consideración 
bases inorgánicas (por ejemplo lejías alcalinas) y bases orgá­
nicas (por ejemplo aminas orgánicas terciarias).

En contraposición con experiencias de la literatura 
con otras resinas, según las cuales la reacción es llevada a 
cabo en soluciones amortiguadas,'los rendimientos de enzima 
ligada con las resinas arriba descritas eran tanto mejores, 
cuanto menor era el contenido de sal de las soluciones.

La proporción en peso de la sustancia ligada, por 
ejemplo, proteina o péptido, a la resina de soporte puede va­
riar dentro de limites amplios y puede ser adaptada a la pos­
terior finalidad de aplicación. Se obtienen buenos rendimien­
tos con una proporción de 1 parte en peso de proteina a 4 a 10 
partes en peso de soporte polímero. Las proporciones óptimas, 
sin embargo, dependen tanto de la composición y de la estruc­
tura del polímero, como también de la clase de proteina. En 
el caso de numerosas enzimas es conveniente agregar estabili­
zadores a la solución de enzima.

Como tales entran en consideración polietilenglico- 
les o agentes reticulantes no iónicos para debilitar la des­
naturalización en superficies, asi como los conocidos reacti­
vos SH o iones de metal en el caso de enzimas especiales.

El tiempo de reacción necesario depende de la clase 
del polímero. En el caso normal, la reacción queda terminada 
al cabo de 20 horas a la temperatura ambiente. A 4&C la reac­
ción procede mejor por un tiempo algo más largo. En el caso de
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cargas preparativas, la carga es interrumpida por el aparato j 
para mantener constante el pH no antes de 2 horas a oontar 
de la terminación de la adición de álcali. Subsiguientemente, 
el polímero con la proteina ligada es recogido por succión o 
separado por centrifugación y, el residuo es lavado con solu­
ciones salinas de elevada fuerza iónica, por ejemplo una solu­
ción de cloruro de sodio 1-molar, y subsiguientemente con un 
amortiguador en que la enzima es estable. Por lavado con so­
luciones de elevada concentración salina, 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 determinó la actividad enzimá- 
tica tanto en el polímero, como en la solución restante y las 
aguas de lavado. En el caso de proteínas sin efecto especifi­
co, se determinó el contenido de nitrógeno en el polímero se­
gún Kjerdahl. Los rendimientos en la ligadura de proteina son 
de entre 10 % y más de 90 %. Si se observa la actividad enzi-

imática, en algunos casos, es ventajoso no aplicar un exceso 
demasiado grande de material de polímero, en vista de que, si 
bien llega a ser ligada toda la proteina, pero la actividad 
sufre bajo tal exceso.

Las resinas de soporte son apropiadas para ligar 
todas las sustancias que llevan un grupo funcional capaz de 
reaccionar con el grupo anhídrido del polímero. En el caso de 
proteínas y péptidos, se trata principalmente de los grupos 
amino, en la posición final, de Itn Usina y de los grupea 
amino libres en los extremos de cadena de páptldos.

Péptidos y proteínas ligados a o fijados en sopor­
tes son de gran importancia cintífica y técnica. Las enzimas 
que, en la mayoría de los casos, son caras e inestables, son
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sustancialmente estabilizadas por la ligadura a la resina. Ade­
más, la recuperación fácil y completa de la resina de enzima 
permite una aplicación múltiple durante largos lapsos de tiem­
po.

A titulo de ejemplo, las siguientes sustancias pueden 
ser fijadas en los copolimerizados según la invención:
Enzimas: Hidrolasas, tales como proteasas, por ejemplo tripsi­
na, quinsotripsina, papaina, elastasa; amidasas, por ejemplo 
asparaguinasa, glutaminasa, ureasa; aciltransferasas, por ejém 
pío penicilinasas; liasas, por ejemplo hialorunidasa.

Otras proteínas, taleB como componentes de plasma, 
globulinas (anticuerpos).

Polipéptidos, tales como el inhibidor de calicreina 
o insulina.

Aminoácidos, tales como lisina o alanina.
Las proteínas aplicadas según el invento, por lo 

general, son obtenidas de bacterias, hongos, actinomices o de 
material animal.

Algunos ejemplos de reacciones técnicamente impor­
tantes con enzimas ligadas, son la degradación hidrolitica del 
almidón por smilasa oovalentemente ligada, la clarificación de 
jugos de fruta entre otros por pectinasa ligada, la producción 
de hidrolizados de albúmina onzimaticamente gradada, la hidró­
lisis de penicilinas a formar ácido 6-aminopenicilánioo. Ade­
más, enzimas ligadas, péptídag ligados entre otros fueron em­
pleados también para el aislamiento de inhibidores por croma­
tografía de afinidad y viceversa inhibidores ligados fderon 
utilizados, para el aislamiento de enzimas. Otras aplicaciones 
están en el sector de la medicina. Es un ejemplo, la aplica­
ción de 1-asparaguinasa o ureasa ligada en una circulación
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extracorporal para la reducción de la concentración de aspara- 
guiña, respectivamente urea en la sangre.

Estas y numerosas otras posibilidades de aplicación 
fueron descritas en la literatura. Véase al respecto, por ejem 
pío los resúmenes en Chem.Eng.News del 15.2.1970, página 86 y 
Rev. Pare a. Appl.Chem. 21., 83 (1971).

Un ejemplo importante para la aplicación de los pre­
parados de proteina según la invención, es el desdoblamiento 
de penicilinas con la ayuda de penlcilinacilasa ligada a los 
copolimerizados de acuerdo con la invención.

Para la preparación de ácido 6-aminopenicilánico 
(6 APS), penicilinas pueden ser desdobladas con la ayuda de 
acilasas. de microorganismos, tales como por ejemplo, bacte­
rias, particularmente E. Coli, Erwinia, o actinomices, tales 
como Streptomyces, Micromonospora, Nocardia, y hongos, tales 
como Pusarium y levaduras.

De acuerdo con el procedimiento de la Patente alema­
na No. 1.111.778, para la preparación de 6-APS, una solución 
de penicilina G es mezclada con un fango de bacterias que con­
tiene la enzima penlcilinacilasa (E.C. 3.5.1.11). Por la reac­
ción de lá.enzima la agrupación de carbonamlda en la cadena la 
teral de la penicilina es desdoblada, sin que sea producida la 
apertura del anillo de ^-lactama.

El.empleo de suspensiones de microorganismos tiene 
las siguientes desventajas:
a. . ' La suspensión de microorganismos contiene, además de

la penlcilinacilasa intracelular, otras proteínas y en­
zimas, asi como componentes del medio de cultivo o .sus 
productos de transformación formados en la fermentación. 
En la elaboración, éstas impurezas no pueden ser iiotal-
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. mente eliminadas por layado del 6-APS cristalizado. ¡
b. La susoensión de microorganismos, desde el punto de vista 

económico, puede ser aplicada convenientemente tan solo' 
una vez.

c. la suspensión de microorganismos contiene-impurezas y 
otras enzimas que inactivan la penicilina y/o el 6-APS 
por apertura del anillo de ^-lactama.

d. La suspensión contiene tan solo pequeñas cantidades de 
penicilinacilasa. La aplicación de mayor cantidad de ma­
terial de enzima, por ejemplo para conseguir tiempos de 
reacción más cortos y, con éstos, mejores rendimientos de 
6-APS a menor contenidos de productos ajenos, es prácti­
camente imposible.

e. Los rendimientos de 6-APS, en la producción, dependen de
la formación oscilante de penicilinacilasa en las respec­
tivas cargas de fermentación. .

f L a  separación total de microorganismos suspendidos requie 
re, en la elaboración de las cargas de 6-APS, una etapa 
adicional de trabajo que implica pérdidas en el rendimien j 
to. Para la eliminación de impurezas de tipo proteico que 
pueden provocar reacciones alérgenas, son necesarias eta­
pas purificaderas ulteriores (Patentes británicas Nos. 
1.169.696, 1.078.847. 1.114.311). }

Todas las desventajas mencionadas son evitadas si, en
lugar de una suspensión de microorganismos, se aplica una peni-¡

¡

cilinacilasa qué es obtenida por la. ligadura c oval ente a un so- j
iporte insoluble en agua. i

Si bien son conocidos ensayos cara preparar 6-APS porj
desdoblamiento enzimático de penicilinas con penicilinacilasa ¡.
ligada a un soporte (Véase al respecto: Patentes alemanas pu-- i

* t.

30.



blicadas no examinadas No. 1.917.057, 1.907.365), pero los 
mismos no pudieron adaptarse a la producción a escala técnica. 
Las razones de esta imposibilidad residen, por un lado, en 
las propiedades mecánicas del material de soporte empleado 
que conduce a un elevado desgaste por fricción, y por otro 
lado, en que a moderados rendimientos del procedimiento pudie­
ron alcanzarse tan solo actividades especificas poco conside­
rables de penicilinacilasa ligada al soporte.

También la enzima insoluble empleada en la solicitud 
de Patente alemana P 21 57 970.4, la cual fué obtenida por li- ¡ 
gadura covalente de la penicilinacilasa a un polimerizado mix­
to de acrilamida N,N'-metilen-bis-acrilamida o anhídrido de 
ácido maléico, tiene desventajas para el desdoblamiento de 
penicilina a una escala técnica, en vísta de que se hincha 
fuertemente y es mecánicamente inestable. Estas desventajas

tafectan el empleo varias veces repetido de la resina asi pre- !
j

parada en una producción a. escala industrial. ¡
Ahora se ha encontrado que las mencionadas desventa- !

ijas son evitadas, si se aplica una penicilinacilasa ligada a } 
un soporte insoluble en agua de acuerdo con la invención, para 
'el desdoblamiento de penicilinas.

. El desdoblamiento de penicilinas con penicilinacilasa 
ligada a un soporte según la invención, puede ser realizada en 
forma sencilla y también a gran escala industrial. La enzima 
insoluble ligada al soporte cu suspendida en una, solución con 
75DOO a 150.000 Ul/ml (unidana? internacionales) de penicilina, 
por ejemplo penicilina G o penicilina V. El desdoblamiento 
enzimático es realizado a un valor pH constante del marg.'H. do < 
6 a 9, principalmente del margen del valor pH óptimo de la j 
respectiva penicilinacilasa ligada, por ejemplo al valor pH de !
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7,8. Para ia neutralización del radical acilo desdoblado, por 
ejemplo del ácido fenilacético o del ácido fenoxiacético, se 
emplean soluciones acuosas de álcali, por ejemplo lejía de po­
tasa o de. sosa o aminas orgánicas, preferiblemente trietil- 
.amina. Del consumo de la base puede apreciarse la velocidad de 
reacción y la terminación del desdoblamiento. La penicilinaci-. 
lasa cataliza tanto el desdoblamiento de penicilina a formar 
6-APS, como también la resintesis de las penióilinas de los 
productos de desdoblamiento. El equilibrio es dependiente del 
valor pH del medio. A menores valores pH, el equilibrio se des 
plaza en favor del producto de partida penicilina. Esto puede 
ser aprovechado para la reacilación de penicilinas en presencia 
de otros radicales acilo ó para la síntesis de penicilinas a 
partir de 6-APS.

La temperatura de reacción del desdoblamiento enzi- 
mático es preferiblemente de 3820. A temperaturas más bajas 
disminuye la actividad de la enzima. Si se lleva a cabo el des 
doblamiento, por ejemplo a 25^0, debe aplicarse una cantidad 
de enzima dos veces aquella necesaria a 3830, si han de conse­
guirse iguales tiempos de reacción.

A una temperatura dada, la velocidad de reacción de­
pende de la actividad especifica y de la cantidad de la penici 
línacilasa ligada al soporte. Además, la velocidad de reacción 
es dependiente dé la relación entre la cantidad de la penici- 
linacilasa ligada al soporte y la concentración de la penicili­
na. Una carga de desdoblamiento con una concentración de 
100.000 Ul/ml (1 mg de penicilina G-potasio corresponde a 
1598 UI) de penicilina G potásica queda hidrolizada totalmente 
á 6-APS y ácido fenilacético al cabo de 10 horas a un pH de 
7,8 y á 3830, si por unidad de penicilinacilasa se aplican
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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 ácido 6-ni- 
tro-3-r(fenilacetil)-aminobenzóico (NIPAB) por minuto a 25^0). 
La proporción de resina de enzima seca asciende a tan solo 
0,5 a 1 % de la mezcla de reacción. Si por 10^ UI de penicili­
na G se aplican 2 unidades de penicilinacilasa, el desdobla­
miento completo dura 2 horas solamente. Son posibles también 
tiempos de reacción más cortos todavía con la aplicación de 
todavía más penicilinacilasa ligada, al emplearse,por ejemplo, 
penicilinacilasa ligada a un soporte a partir de enzima cris­
talizada.

La penicilinacilasa ligada a un soporte según la in 
vención, puede ser preparada en forma de perlas y se distingue 
pon una elevada estabilidad mecánica y por un peso especifico 
comparativamente alto. Estas propiedades permiten, combinado 
con una aplicación múltiple, un empleo durante largos lapsos 
de tiempo. Estas propiedades permiten, además, en el caso del 
procedimiento discontinuo por cargas individuales, una agita­
ción intensiva y una separación sencilla por centrifugación 
sin pérdidas por esfuerzos mecánicos, por ejemplo desgaste por 
fricción. Asi, en el procedimiento por cargas individuales, se 
obtienen filtrados claros que, sin filtración adicional, pueden 
ser elaborados ulteriormente para la obtención del producto 
final, del 6-APS. La penicilinacilasa ligada a un soporte, pre­
parada según el invento, permite también una filtración rápida 
y sencilla, en vista.de que gracias a la estabilidad mecánica 
no se forman componentes finísimos que obturan la superficie 
del filtro. La resina ofrece ventajas ulteriores en el proce­
dimiento discontinuo por cargas individuales, gracias al peso 
especifico comparativamente alto qué implica una rápida sedi-

- 19 -
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mentación de la resina, con el resultado de que, una vez ter­
minado el proceso, la solución sobrenadante puede ser secada 
fácilmente, por ejemplo con una pipeta. De ésto resulta una 
simplificación de la ejecución del procedimiento, en virtud de 
que, en el proceso por Cargas individuales, la resina puede 
quedar en el recipiente de reacción y puede ser empleada dire¿ 
tamente para el siguiente desdoblamiento.

Las propiedades del polimerizado además, 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 columnas de reacción, 
permitiendo la forma de perla la requerida elevada velocidad 
de flujo.

El 6-APS formado en el desdoblamiento enzimático, ¡
después de la separación de la resina de enzima, es obtenido i!
de la solución de reacción según procedimientos conocidos }
(véase, por ejemplo, Patente alemana No. 1.111.778) y cristal! 
zado ai valor pH de 4,3. En el caso del desdoblamiento de pe- ¡ 
nicilina según el invento con la penicilinacilasa fijada.en un )i
soporte preparada según la invención, se obtienen rendimientos
sustancialmente más altos de 6-APS que con el empleo de un
fango de E.Coli, y también rendimientos más altos que con el
empleo de la resina de enzima, según la Solicitud de patente
alemana P 21 57 970.4. Asi, como sa demuestra en los Ejemplos
8 y 9, se aisló el 6-APS con un rendimiento de aproximadamente
un 90 % de la teoría.- El 6-AIS así preparado no contiene nin- j
gunas proteínas como impurezas. Tampoco contiene prácticamente !!
ningunos polímeros que pueden formarse en otros modos -de pro­
ceder. Efectos secundarios alérgenos que han de atribuirse a 
proteínas o polímeros, quedan excluidos en el capv del 6-APS
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preparado según la invención. i!
La penicilinacilasa fijada en un soporte preparada 

según el invento, permite una aplicación múltiple durante un 
lapso de tiempo prolongado. También al cabo de tal tiempo la 
actividad de enzima queda conservada en forma prácticamente 
total.

Los puntos de ebullición indicados en los siguientes 
ejemplos, fueron determinados a la presión normal.

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

anhídrido de ácido maléico y 1 g de nitrilo de ácido azoiso- 
butirico se disuelven en 1 litro de benceno y se calienta la 
solución bajo agitación durante 4 horas a 60SC. Entonces se 
agregan 1 g de nitrilo de ácido azoisobutírico y 200 mi de j 
bencina (P.e. = 100 a 140&C) y se polimeriza durante otras 5 It
horas a 7030. Se recoge por succión el polímero pulverulento, 
se lo revuelve una voz en benceno y tres veces en éter de pe­
tróleo (P.e. 30 a 50SC) y se lo seca en el vacio.

Rendimiento:. 94 g.
Yolúmen: 3 ,5 ml/g.
Volúmen de hinchamiento en agua: 4,7 ml/g
Superficie específica; 5 m^/g.
Contenido de ácido después de la saponificación de
los grupos'anhídrido: 7,5 miliequivalentea/g.
Ejemplo 1b
1 g de la resina de soporte preparada según, el Bjem 

pío 1a, se suspende en 30 mi le una solución acuosa do 132 U ¡ 
(unidades) de penicilinacilasa (actividad especifica ? 9/mg 
de proteina (biuret)). Mientras se mantiene constante el valor '

' pH a 6,3 por adición de lejía de sosa 1-normal, con ayuda de'
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un aparato para mantener constante él pH, se agita la suspen- ¡
. !

sión durante 20 horas a 253C. Subsiguientemente sé filtra a 
succión por una frita de vidrio 03 y se lava la resina prime­
ramente con 50 mi de fosfato tampón 0,05 molar, pH = 7,5y que 
contiene cloruro* de sodio 1-molar y luego don 50 mi de fosfa­
to tampón 0,05-molar sin cloruro de sodio. Por un lavado ulte­
rior, la actividad de la resina no sé altera.
Actividades enzimáticas (ensayo con NIPAB)
Solución de partida: 132 U
Capa superior + agua de lavar: 12 U
Resina después de la reacción: 86 U
= 65 % de la actividad de partida.

La actividad enzimátlca de la penicilinacilasa fué 
medida colorometricamente o titrimetricamente con ácido 6-ni- 
tro-3-(N-fenilacetil)-aminobenz6ico (NIPAB) 0,002-molar como 
sustrato al valor pH de 7,5 y a 2530. El coeficiente de extin 
ción molar del ácido 6-nitro-3-aminobenzóico que se forma, as­
ciende a <= 9090, 1 unidad (U) corresponde a la reacción
de 1yu mol de sustrato por minuto.

Ejemplo 2a
Una solución de 90 g de dimetacrilato de etilengliool, 

10 g de anhídrido de ácido maléico y 1 g de nitrilo de ácido 
azoisobutirico en 1 litro de benceno, se polimeriza bajo*agi­
tación primeramente a 6080. Al cabo de 4 horas se agregan 
200 mi de bencina (P.e. = 100 a 1403C) y 1 g de nitrilo de áci 
do azoisobutirico y se polimeriza durante 2 horas a 70ac y 
otras 2 horas a 803C.

Subsiguientemente se recoge por succión el polímero, [ 
se lo lava.bien con éter de petróleo (P.e. = 30 a 5090) y se ' 
lo seca en vacio.
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Rendimiento: 97 g
Volúmen aparente: 6,4 ml/g
Volúmen de hinohamiento en agua: 8,0 ml/g
Superficie especifica: 298 m^/g
Contenido de ácido después de la saponificación de los grupos 
anhídrido: 1 ,5 miliequivalentes/g.

Ejemplo 2b
6 g de la resina de soporte obtenida según el Ejem­

plo 2a, se hicieron reaccionar análogamente al Ejemplo 1b, con 
590 U de penicilinacilasa en 165 mi de agua.
Resultado:
Actividades enzimáticas (ensayo con NIPAB)
Solución de partida: 590 U
Capa superior + agua de lavado: 26 U
Resina de soporte después de la reacción: 352 U 
= 60 % de la actividad de partid;:..

Ejemplo 2o
1 g de la resina ce soporte c .'tenida según ¿s. ¿jem - 

pío 2a, se hizo reaccionar análogamente al Ejemplo 1b, con 
100 g de asparaguinasa.
Actividades enzimáticas (Hidrólisis de asparaguina)
Solución de partida: 21000 U
Capa superior después de la reacción; 3360 U 
Resina de soporte despula r.? reacción: 3910 U 
= 19 % de la actividad do partida.

Ejemplo 3a
La copolimerisacíón de X- g etc dimetacriluto 

dietilenglicol con 10 g de anhídrido de ácido malóico rr..;,. las 
condiciones del Ejemplo 2a dá:
Rendimiento: 96 g



VoTdmen aparente: 5,5 ml/g
Volúmen de hinchamiento en agua: 6,7 ml/g 
Superficie especifica: 9,2 m^/g
Contenido de ácido después de la saponificación de grupos 

* anhídrido: 1,9 miliequivalentes/g¿
Ejemplo 3h
Se agregó 1 g dé la resina dé soporte preparada se­

gún el Ejemplo 3a, a una solución de 50 mg de uña elastasa 
inespecifica de una actividad enzimática dé 139 U en 32 mi de 
agua. Se agitó la preparación durante 16 horas a la temperatu 
ra ambiente, manteniéndose constante el valor pH a 5 ,8. Termi 
nada la reacción se recogió la resina por succión y se la 
lavó primeramente con 50 mi de una solución de cloruro de so­
dio 1-normal en fosfato tampón 0,05-molar, pH 7,5, y subsi­
guientemente con 50 mi de fosfato tampón 0,05-molar, pH 7,5. 
Resultado:
Solución de partida:
Capa superior y soluciones de lavar: 
ligadadas a la resina de soporte:
= 11 % de la actividad de partida.

En ésto, se determinó la actividad enzimática tltri- 
meticámente con caseína como sustrato (concentración 11 ,9 mg/!nl) 
al pH de 8,0 y a 25^C. 1 unidad (U) corresponde al consumo de 
1^u mol de lejía de potasa cáustica por minuto.

Ejemplo 3o
Se agregó 1 g de la resina de soporte preparada se­

gún el Ejemplo 3a, a una solución de 50 mg de ureasa cristali­
zada (Merck) en 32 mi de agua. Se agitó la preparación durante 
16 horas a la temperatura ambiente, manteniéndose el valor pH 
constante a 6,3. La elaboración procedió como se indicó en el

139 U 
51 U 
15 U
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Ejemplo 2d.
Resultado:
Solución de partida:
Capa superior y soluciones de lavado: 
ligadas a la resina de soporte:
= 28 % de la actividad de partida.

Se determinó la actividad enzimática de la ureasa 
tltrimeticamente con urea 0,17-molar como sustrato a 25^0 y 
al pH de 6,1. 1 unidad (U) corresponde a la cantidad de enzi­
ma que desdobla 1/u mol de urea por minuto. .

Ejemplo 3d
0 ,4 g de la resina de soporte obtenida según el 

Ejemplo 3a, se hicieron reaccionar con 40 mg de glutatión en 
32 mi de agua durante 16 horas a la temperatura ambiente y a 
un valor pH constante de 6,3. Se recogió la resina por succión 
y se la lavó primeramente con una solución de cloruro de sodio 
1-normal en fosfato tampón 0,05-molar, pH 7,5, y subsiguiente­
mente con agua. Después del secamiento de la resina en vacio a 
100SC sobre pentóxido de fósforo, se obtuvieron 0,47 g. La de­
terminación de nitrógeno según Dumas dió un valor de 1,1 % de 
N correspondiente a un. contenido de 8,04 % o 37,8 mg de gluta­
tión. Esto es un 94 % de la cantidad aplicada de glutatión.

Ejemplo 4a
Se disuelven 80 g de dímetacrilato ¿e tetraetilen- 

glicol, 20 g de anhídrido de ácido maléico y 1 g de Porofor N 
en 1 litro de benceno y se polimeriza bajo agitación lenta du­
rante 16 horas a 80SC. Se elabora el polímero en forma análoga 
al Ejemplo 1a.
Rendimiento: 95 g 
Volúmen aparente: 2,5 ml/g.

5013 U 
1397 U 
1405 U
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Volumen de hinchamiento: 3,0ml/g
Contenido de ácido después de la saponificación de los 
grupos anhídrido: 2 ,6 miliequivalentes/g.

Ejemplo 4b
La reacción de 1 g de la resina de soporte prepara-, 

da según el Ejemplo 4a, con penicilinacilasa en forma análoga 
al Ejemplo 1b, da los siguientes resultados:
Actividades enzimáticas (ensayo con NIPAB)
Solución de partida: 123 U
Capa superior + soluciones de lavar: 13 U
Resina de soporte después de la reacción: 79 U
= 64 % de la actividad de partida.

Ejemplo 4c
Se agregaron 0,4 g de la resina de soporte preparada 

según el ejemplo 4a, a una solución de 40 mg de tripsina en 
32 mi de una solución de cloruro de calcio O,Oí-molar y se la 
agitó durante 16 horas a la temperatura ambiente, mientras se 
mantiene constante el valor pH a 6,3* Se recogió la resina y 
se la lavó según el Ejemplo 1b.
Actividad enzimática
en la solución-de partida: 44 U
en la capa superior y en las soluciones de lavar: 5 ,2 U 
ligadas a la resina: 8 ,3 U
= 19 % de la actividad de partida.

Se midió la ac bivióad enzimática colorimetricamente 
según Tuppy, Z. Physiel, Chem. 329 (1962) 278, con p-nitro- 
anilida de benzoil-arginina como sustrato. 1 unidad (U) corres 
ponde al desdoblamiento de 1^u mol a 25SC y al pH de 7,8.

Ejemplo 4d
Se agregó 1 g de la resina*preparada según el Ejem-



pío 4&* a una solución de 50 mg de elastasa inespecífica en 
32 mi de agua. Se agitó la suspensión durante 16 horas a la 
temperatura ambiente, mientras se mantuvo constante el valor 
pH a 5,8. La elaboración y la determinación titrimétrioa de 
las actividades enzimáticas con caseína como sustrato fueron 
realizadas según lo. indicado en el Ejemplo 3b.
Actividad enzimática
en la solución de partida: 139 U
en la capa superior y las soluciones de lavar: 32 U 
ligadas a la resina: 36 U
= 26 % de la actividad de partida.

Ejemplo 5a

benoina (P.e. 100 a 140SC) y 1 g de nitrilo de ácido azoiso- ¡ 
butirioo durante una hora a 90sCi Entonces a 80SC se instila ' 
una solución de 95 g de dimetaorilato de etilenglicol, 5 g de
anhídrido de áoido maléioo y 1 g de nitrilo de ácido azoiso- 
butirioo dentro de 3 horas y se agita durante otras 2 horas a 
la misma temperatura.

Se recoge el polímero, por succión, se lo lava varias
veces con benceno y con éter de petróleo (P.e. 30 a 50SC) y 
se lo seca, en vaoio.

En un recipiente agitador se calientan 1 litro de

Rendimiento: 96 g 
14 ml/g 
18,2 ml/g 
70 m^/g

Volúmen aparente:
Volúmen de hinohamiento en agua:
Superficie especifica:
Contenido de áoido después de la saponificación 
de los grupos anhídrido: 0 ,5 mlliequivalentes/g.

Ejemplo 5b
Se agitaron 0,4 g de la resina preparada según el
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Ejemplo 5a, con 40 mg de gluiatión en 32 mi de agua durante 
16 horas a la temperatura ambiente y a un valor pH de 6,3 man­
tenido constante. Se recogió la resina por succión y se la la­
vó y secó de acuerdo con el Ejemplo 3d. Se obtuvieron 0,46 g 
de resina que contenía 0,9 % de N, según Damas. Esto corres­
ponde a un contenido de 6 ,6 % ó 30 ,4 mg deglutatión = 76 % 
de la cantidad aplicada.

Ejemplo 6a
Una solución de 62,5 g de dimetacrilato de tetra- 

etilenglicol, 37,5 g de anhídrido de ácido maléico y 1 g de 
nitrilo de áoido azoisobntirico en 150 mi de acetato de butilo 
y 1 litro de bencina (P.e. = 100 a 140BC), se polimeriza bajo 
agitación durante 2 horas a 70SC, durante otras 2 horas a 75sC 
y durante una hora y medía a 90SC. Se recoge el polímero a 
succión, se lo extrae con benceno durante 24 horas en el ex­
tractor de Soxhlet y se lo seca en vacío.
Rendimiento: 77 g
Volúmen aparente: 7 ,3 ml/g
Volúmen de hinchamiento en agua: 8 ,2 ml/g
Superficie especifica: 19,4 m^/g
Contenido de ácido después de la saponificación 
de los grupos anhídrido: 4,0 miliequivalentes/g.

Ejemplo 6b
La reacción de 1 g de 'a resina de soporte preparada 

según el Ejemplo 6a, con penioilinacilasa en forma análoga al 
Ejemplo 1b, dió los siguientes resultados:
Actividades enzimáticas (ensayo con NIPAB)
Solución de partida: 107 U
Capa superior y soluciones de lavar: 28 U

30. Resina de soporte después de la reacción: 55 U i



=51 % de la actividad de
Ejemplo 7&
Una solución de 90 g de dimetacrilato de tetraotilen 

glicol, 10 g de anhídrido de ácido maléico y 1 ,0 g de nitrilo 
de ácido azoisóbutirico en 200 mi de acetonitrilo suspendido 
en 1000 mi de bencina (P.e. 100 a 140SC) en que se disolvie­
ron 5 g de una mezcla de mono- y dioleato de glicerina. Se po- 
limeriza la mezcla de reacción a 60SC hasta la formación de 
perlas sólidas (aproximadamente durante 2 horas) y subsiguien- 
tómente durante 20 horas a 65SC. Se aísla el polimerizado por 
filtración y se lo lava tres veces en benceno y tres veces en 
éter de petróleo (P.e. = 30 a 50SC) y se lo seca en vacio a 
50BC.
Rendimiento: 94 g
Diámetro medio de las partículas: "^0 ,35 mm 
Vólámen aparente: 2 ,8 ml/^
Volúmen .de hinohamiento en agua: 3,1 ml/g
Superficie especifica: 3 ,4 m^/g
Contenido de ácido después de la saponificación 
de los grupos anhídrido: 1,5 miliéquivalentes/g

Ejemplo 7b
La reacción de 1 g de la resina de soporte preparada 

segdn el Ejemplo 7a,- con penioilinaoilasa en forma análoga al 
Ejemplo 1b, dió los siguientes resultados:
Actividades enzimáticas (ensayo con MIPAB)
Solución de partida: 107 U
Capa superior y soluciones de lavar: 51 U
Resina de soporte después de la reacción: 19 U
= 18 % de la actividad de partida.

!
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Ejemplos para el desdoblamiento de penicilina
Ejemplo 8

79 g de penicilinacilasa ligada a un soporte en es­
tado húmedo con una actividad de 687 U (ensayo con NIPAB), que 
fué preparada por ligadura de penicilinacilasa a un copolimeri 
zado de dimetacrilato de etilenglicol y anhídrido de ácido ma- 
léico, según el Ejemplo 2, se agitan con 129 g de penicilina G 
potásica (pureza 98 %) en 2000 mi de agua durante 9 horas a 
38ec, manteniéndose el valor pH de la mezcla de reacción por 
adición continuada de trietilamina constante a 7,8. La absor­
ción de trietilamina se paraliza con la terminación de la reac 
ción. Se separa la penicilinacilasa ligada al soporte por cen­
trifugación o por filtración a succión, se la lava con 200 mi 
de agua y con 200 mi de fosfato tampón 0,2r-mo!ar, pH - 6,5; 
la misma queda así lista para una nueva carga. El filtrado con 
inclusión de las soluciones de lavado, se concentra en vacio 
hasta 300 mi. El ácido 6-aminopenicilánico (6-APS) es precipi­
tado por adición de ácido cloihídrico semiconcentrado en el . 
punto isoeléctrico al pH de 4,3 en presencia de 200 mi de 
metilisobutilcetona. Al cabo de una hora se lo recoge por suc­
ción, se lo lava primeramente con 200 mi de agua y luego con 
200 mi de acetona. El 6-APS es secado en vacío a 409C;
P.f. = 208SC. El rendimiento de 6-APS asciende a 67,8 g = 
90,5 % de la teoría.
La pureza es de un 98 %.

í

Ejemplo 9
60 g de penicilinacilasa ligada a un soporte en esta­

do húmedo con una actividad de 673 U (ensayo con NIPAB), que 
fué preparada por ligadura de penicilinacilasa a un copolime- 
rizado de dimetacrilato de tetraetilenglicol y anhídrido de
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ácido maléico según el Ejemplo 1, son agitados con 129 g de ¡ 
penicilina G potásica en 2000 mi de agua durante 9 horas a 
38ac, manteniéndose, por adición de trietilamina, el valor pH 
constante a 7,8. La elaboración ulterior es efectuada análo­
gamente al Ejemplo 8 . El rendimiento de 6-APS asciende a 65,3 g 
= 87 % de la teoría.

N O T A

Descrita suficientemente la naturaleza del invento, 
asi como la manera de realizarse en la práctica, debe hacerse 
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus­
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su 
principio fundamental. También se hace constar que el invento 
corresponde a una solicitud de patente presentada en Alemania I
con el ns P 22 15 539-1 de 30 de marzo de 1972, acogiéndose !

!por lo tanto a los beneficios que conceden los Convenios Inter I 
nacionales en vigor, siendo ¡.o que constituye la. esencia del 
referido invento por lo que se solicita Patente de Invención 
por 20 años en España, sobre: PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION 
DE PREPARADOS DE PROTEINA INSOLUBLES EN AGUA; caracterizándose 
por lo siguiente:

1.- Procedimiento para la producción de preparados 
de proteína insoíubles en agua, caracterizado porque, calcula­
dos sobre el total de mouómoros del copclimeiázado, A) 0,1 a 
50 % en peso de anhídridos de ácidos dicarboxílicos 
monoolefinicamente insaturados con 4 a o átomos de carbono, y 
B) 99,9 a 50 % en peso de por lo '"enes un miembro del grupo 
consistente en di- y poliacrilatos y di- y polimetacrllatos de !
dioles y polioles, según el método de la polimerización de ¡i
precipitación asi como de la polimerización en suspensión, en i 
disolventes o mezclas de disolventes inertes para grados anhi-



drido, se polimeiizan a temperaturas de 20 a 200SC en presen­
cia de compuestos formadores de radicales y subsiguientemente 
el copolimerizado se hace reacoionar en suspensión acuosa con 
una solución de proteina para formar preparados de proteína 
insolubles en agua.

2 . - Procedimiento según la reivindicación 1, carac­
terizado porque las unidades copclimerizadas del componente
Á del copolimerizado constan de un anhídrido de uno de los áci 
dos maléico, itacónico y citracónico, y las unidades copolime- 
rizadas del componente B del copolimerizado constan de com­
puestos del grupo que comprenden diacrilatos y dimetacrilatos 
de dioles con 2 a 4 átomos de carbono, y por lo menos un miem­
bro del grupo formado por producto de reacción de 1 mol de 
estos dioles con 1 a 20 moles de óxido de alquileno con 2 a 4 

átomos de carbono, y trimetacrilato de trimetilolpropano.
3. - Procedimiento según la reivindicación 1, carac­

terizado porque las unidades copolimerisadas del componente A 
del copolimerizado constan de anhídrido de ácido maléico y 
aquellas del componente B constan de dimetacrilatos de los si­
guientes glicoles: etilengliool, dietilenglicol, trietilen- 
glicol, tetraetilenglicol y polietilenglicoles superiores con 
un peso molecular de hasta 1000.

4. - Procedimiento según las reivindicaciones ante­
riores, caracterizado porque la proteina ligada es una enzima.

5. - Procedimiento según las reivindicaciones 1 a 3,
. caracterizado porque la proteina ligada es un inhibidor de
enzima.

6 . - Procedimiento según las reivindicaciones 1 a 5 , 
caracterizado porque el copolimerizado se hace reaccionar en 
suspensión acuosa con una solución de penicilinacilana acuosa



- 33 -413132 2

5.

pobre en sal, a un pH de 5,7 a 6,8.
7.- Procedimiento segdn la reivindicación 6, carac­

terizado porque la concentración salina del medio de reacción 
en el comienzo de la reacción del copolimerizado con la solu­
ción de penicilinacilasa asciende a menos de 0,02 moles/litro.

de proteina insolubles en agua, tal y como queda sustancial­
mente descrito en la presente Memoria.

Esta Memoria consta de 33 hojas escritas a máquina 
por una sola cara.

8.- Procedimiento para la producción de preparados

Madrid,
BA.YER AKTIENGESELLSCHAFT.

' 2 3  MAR, 1973
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