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— 2 - TREF.: Case B112/161

Esta invencidn se refiere a un preparado enzimético
¥ en pa;ticular a preparados para efectuar $ransformaciones
quimicas, que pueden ser recuperados del mediq de feaccién
para ser utilizados dé nuevo. :

Las transformaciones catalizadas enziméticémente
constituyen operaciqnes importantes'en un érén nlmero de pro-
cesos quimicos, por ejemplo: saponificacibn de 1ipidos uti- =
lizando una hidrolasa .como la lipasa; degradacién de pro-
%Qinas utilizando un enzima proteolitico como la tripsina;
pr&éuccién de esteroides utilizando una deshidrogenasa; pro-
duccidn de jarabes de glucosa a partir de almiddn utilizando
iuna~hidrolasa; v produccién de écido 6—aminopeniciléﬁico'a
ipartir de penicilinas como bencilpenicilina o 4dcido fenoxime—
4ilpenicilénico utilizando penicilin-acilasa.

En general, las reacclones enzimicas se llevan a
cabo con el enzima en solucibn en el medio que contiene el
substratb. (La eipresién “supstrato", cuando se utiliza en
esta memoria, significa la sustancia que el enzima transfor-
ma para dar el producto). Debido a que ¢l enzima se disuelve
en el medio de reaccidn, con frecuencia es muy dificil sepa-
rarlo del substrato o del producto de la transformacidn cuan
do 1la reaccidén es completa, En general, cuando el producto
se aisla de la mezcla de reaccibn, el proceso de separacién
produce la desactivaciéﬁ del enzima. Naturalmente, de esta
forma el enzima resulta irrecuperable.

Con objeto de obviar ésta dificultad de separacién
y proporcionar un sistema enzimdtico susceptible de ser re-
utilizado, se ha utilizado un método gue consiste en unir el
enzima a un soporte sdlido insoiuble, ya sea por adsorcibn

(véase, por ejemplo, la memoria de la patentie britanica
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1.349.498, 1,387.460 y 1.365.886). Sin embafgo, est0s prepa-

las patentes briténicas afines 53.822/72 y 44.542/73) donde

n® 1.264.147) o por enlaces covalentes ya sea directa o-in-
directamente a través de grupos formadores de puentes (véa~

se, por ejemplo, las memorizs de patentes briténicas némeros

rados insolubles presentan varios invonvenientes., In primer
lugar, al ser sdlidos, estén.expuéstos a deterioro mecdnico
y eventualmente se rompen. En segundo lugar, la incorpora-—
cidn del enzima sobre la superficie del soporté sblido, y poy
lo tanto la actividad éspecifica del preparado, es con fre-
cuencia baja; en tercer lugar, frecuentemente el acceso del
substrato 21 centro activo del enzims se encuentra con impe~
dimentos estéricos. Los intentos de mejorar la actividad
especifica de estos preparados insolubles de enzimae/polirero
aumentando la superficie especifica externa del sélido re-
quiere disminuir el tamafio de particula del preparado sdlido,
haciendo que la manipulacidn y en especial la separacidn por
filtracidn sean més diffciles,y el aumento de la superficie
especifica interna haciendo las particulas mis porosas pro-
duce particulas con menos resistencia mecanica.

Ademés, se han descrito ciertos compuestos de enzi-
ma~polimeros solubles en agua (veanse, por ejemplo, la memo-

ria de la patente britinica n? 1.284.925 y las memorias de

este enzima es combinado directa o indirectamente a través de
un grupo formador de puente sobre un soporte poliméricc so-
luble en agua. BEstos complejos de enzima/polimero son recu-
perables del medio de reaccién acuoso por ultrafiltracidn,
Sin embargo, ia ultrafiltracién constituye. una técnica difi-
cil y costosa, espeéialmente a gran escala.y, por lo tanto,

es indeseable para aplicaciones industriales.
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suficientemente no polares, de manera que al poner en con-

ble para proporcionar un medio de separacidn del preparado

tripsina, celulosa, dextranasa, lipasa, oxinitrilasa, pepsina

4

Ahora se ha descublerto que ciertos enzimas pueden
ser ligados a grupos no pclares para hacer que el preparado
sea 'separable de los medios acuosos debido a su afinidad por
los liquidos no miscibles con agua. -

De acuerdo con esta invencién, se proporcicna un

preparado engimdtico que comprende un enzima unido a grupos

tacto el prevarado en medios acucsos con un liﬁuido inerte
no miscible con agua, el preparado se asocia al liguido iner-
te no miscible con agua y puede separarse del medio acuoso,

El término "liquido inerte no miscible con agua",
en el sentido utilizado équi, significa un liquido due no
reacciona con el preparado enzimitico de manera que altere
sustancialmente la actividad enzimica.

El término "asociado con' en el sentido utilizado
antes incluye cualquier forma de interaccidn entre los gru-
pOS no polarés del preparado enzimitico y las moléculas de

1iquido no miscible con agua, que e.s. suficientemente esta-

enzimdtico de un medio aouoéo.

Eﬁ general, cualquier enzima wiilizado en un proce—
so de manufactura es adecuado para su incorporacidn a los
preparados de este invenio, siendo ejemplos de estos enzimas

la amilasa, asparaginasa, proteasa neutra y alcalina, guimo-

penicilina-~acilasa y tripsina.
Preferiblemente el enzima es lipasa, penicilinacila-

sa o tripsina.
. Los grupos no polares aéecuadOs gue pueden ser uni-

‘dos al enzima son los grupos hidrocarbilo que contienen como
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minimo 6 &tomos de carbono, adecuadamente grupos alquilo
06 30, por ejemplo n~hexilo, n-heptilo, n-octilo, n~nonild
n-decilo, n-dodecilo, n-octadecilo, 4-met11pentllo, 4, 4~d1me*
tilpentilo, 3~etilhexilo; alquenilo 66-050 como undeca—10-
enilo, oleilo, linoleilo; cicloalguilo C6 a 020; cicioalque—
nilo 06 a G20; grupos arilo y arilo sustitu{do, por ejemplo
fenilo opcionalmente sustituido por 1 a 3 grupos alquilo
C1~C6; y aralquilo,.por ejemplo bencilo, o-feniletilo, 4—fe4
nilbutilo y 2-toliletilo,

\‘ 1l enzima puede ser combinado directamente al grupo
no polar o indirectamente.a través de un grupo formador de

|
@uente.

| Con algunos enzimas, la unidn de un nGmero de gru—
PoOs no poiares directamente a unapmolécula de enzima produce
un cambio de la configuracibén y una variacién de la activi-
dad del enzima. Debido a eIk>y,a1élgunas ocasiones, debido a
1z estructura del enzima, alnunao veces no ¢s posible unir a
un epzima grupos no polares guficientes para que el preparado
sea separable del medio acuoso gin reducir inaceptablemente
la actividad del enzima. '

Para vencer esta aificultad, con frecuencia es pre-
ferible producir un preparado enzimdtico en el que el enzima
estd combinado o adsorbido sobre un soporte polimérico que
dgspués puede llevar grupoé no polares en lugar.de los que
se enpuentran sobre el propio enzima o ademas de ellos. Esto
también proporciona una forma conveniente de regular las pro-
porciones relativas de grupos no polares a enzima en el pre-
parado. También es vosible, naturalmente, unir un enzima con-
teniendo grupos no polores suficientes para hacerlos separa—

bles de medios acuosos a un soporte polimérico que puede O no
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polimeros de origen matural, por ejemplo polisaciridos como

llevar otros grupos no polares.

En un segundo aspecto, por lo tanto, la invencién
proborciona un preparado enzimdtico como el dgfinido ante-
riormente, donde el enzima estd unido a un éopérte poliméri-
co,

La unidn del enzima a un polimero, en el sentido uti
lizado en esta memoria, comprende el enlace cqvalente yla =~
adsorcibn sobre un soporte polimérico, siempre que la adsor-
cidn sea suficientemente intensa para refener el enzime so-
bre el soporfe cuando el preparado se asocia al 1iquido ﬁo
miscible con.agua. |

El soporie adecuado pafa uéo en los preparados an-
teriores puede ser soluble o insoluble en agua.

Cuando se emplea un material polimérico insoluble
en agua en los preparados de esta invencidn, es preferible
que se encuentre finamente dividido con objebto de presentar
ung gran supérfiéie para la unidn del enzima y asi comunicar
una gran actividad espec{fioa al prepcrado.

Los materisles adecuados insolubles en agua son
la celulosa en polvo y los derivados dé celulosa como carbo-
ximetilcelulosa, resinas cambiadoras de idn, nylon, polisacéi-
ridos de elevado peso molecular como la agarosa y dextranos
reticulados, polisaciridos medificados con agentes modifica—
dores como epiclorhidrina o modificados de forma que incor-
poran grupos carboximetilo o aminoetile, poliacrilatos y po-
limetacrilatos. Son especialmente preferidos la agarosa y las
resings de poliacrilato y polimetacrilato reticuiado macro-
reticular, .

Los materiales solubles en agua adecuados son los
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rico al que puede ser unido el enzima. Adecuadamente, el gru~

dextrano, dextrinas o almidén y los poiimeros de origen na-
$ural que han sido modificados como almiddn o gelulosa par-
cialmente degradados; polisacdridos, oligpsacéridos y saca-
ridos que han sido modificados con agentes modificadores co-
mo cpiclorhidrina y celulosa modificada de forma gue incorpo-
ra grupos carboximetilo o aminoetilo. ' .

Entre los sacAridos y oligosaciridos modificados an-
tes mencionados, Se-ha encontrado que son espeéialmente ade~
cuados los copolimeros de epiclorhidrina y lactosa, dextrosa
o sacarosa. Un polimero preferido es el polimero de sacarosa-
epiclorhidriﬁa "picoll™, con un peso molecular de 400.0C0
aprozimadamente. El término "picoll! es una marca régistfa~
da.

Asi como los polimeros de origen naﬁurél, también
es posible utilizar polimeros sintéticos solubles en agua,
$ales como 1os polimeros de alcohol polivin{lico y copoli-~
meros de anh{drido maleico o.acrilico con etileno, estire—
no, &ter metilvinilico, éter divinilico o acetato de vinilo.
Egtos polimeros estén descritos, por ejemplo, en la publica-
cidn de patente de Alemania Occidental n? 1.948.177 ¥
1.948.298 y en las memorias de patentes britanicas 1.290.701
y 1.223.281.

Una clase adecuada de copolimeros solubles en agua
gon los copolimeros de fter metilvinilico/anhidrido maleico
conocidos por "Gantrez AN, (El término "Gantrez AN' es una

narca registrada).

El enzima puede ser unido directemente a un polimero

%4

gue conbenga un grupo no polar o, alternativamente, puede ser

unido a los grupos que forman puentes con el soporte polimé-~
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1 ;po formador de puentes es una a,w-diamina alifdtica Cy =0y

i et s

como el_1,3—diamin0propano o el 1,6~-diaminohexano. Una funeifn +
amino del grupo formador de puente va unida al polimero y la
i , : - otra gqueda libre para copularse con el enzima, por ejemplo &
% 5 ;través de un dialdehido soluble en ague con:nlghgﬂai 0 glu-
taraldechido. EL uso de estos grupos bifuncionales formadores
; : de puente también produce cierta reticulacidn entre las uni-
dades de enzima/polimero. Los grupos formadores de puente
. o ﬁ@eden ser empleados entre enzima/soporte, enzima/grupo no

10 poiér (con o sin presencia adicional de un soporte) o scpor-
te/érupo no polar.
[ I i El nfmero de grupos no polares que se incorporan a

Pos preparados de esta invencidn depende de diversos facto-

res. La unién de grupos no polares al polimero y/o al enzima

13 establece un medio circundante hidrdfobo en las proximidades

WA et et bkt

del enzima. Con algunos enzimas, un grado demasimdo alto de

hidrofobia produce la desactivacidn del enzima debido a la
. . & . 14 .- 4

variacion simultanea de configuracion.

Se requiere un equilibrio entre la unibn del nlmero

20. minimo de grupos no polares necesario para permitir la sepa—
. recidn de los medios acuosos y el nimero miximo compatidle
% con la estabilidad del enzima. La determinacidn de este equi~
% librio debe forzosamente ser cuestidn de rutina de prueba ¥
| error. Los criterios por los que puede determinarse este

25

equilibrio son los sigulentes:

!
H
i
!
!
i
i
!

(1) El peso molecular del soporte polimérico.
(2) El peso molecular del mondmero unidad.
(3) EL porcentaje de unidades monoméricas en el polimero

sustituldas por grupos no polares.
30
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(4) E1 tamafio de los grupos no polares;
(5) La identidad del enzima.
(6) E1 grado de sustitucidén del polimero por el enzina.
Por ejemplo, cuando el soporte es Gantrez AN 119
(peso molecular del polimero: 230.000, peso molecular del
mondnero unidad: 156) donde 1 mol de Gantrez AN 119 estd susH
titufdo con 1 mol de penicilin-acilasa, la sustitucidén minima
necesaria para la separacidén efectiva de los médios acuosos
se produce cuando alrededor del 25 % de las unidades mono-
méricas estdn sustitufdas con grupos n-decilo y la sustitu~
cidn méxima ﬁara retener la actividad enzimditica se produce
cuando alrededor del 50 % de las unidades monoméricas estén
sustituidas con grupos n-octadecilo.
La invencidn también proporciona un procedimiento
para la produccidén de un preparado enzimatico como el defini-
do anteriormente, cuyo procedimiento consiste en poner en

econtacto un éompﬁesto de foérmula (I):

R~-X (1)
donde R es un grupo no polar y X es un grupo funcional, o un

material polimérico que contiene por lo menos um grupo funcilg
nal, con un enzima unido a un grupo Y, donde y es un grupo
activo capaz de reaccionar con el grupe X.

El grupo X puede ser, por ejemplo, un gTrupo amino, car
boxilo, aldehido, hidroxi, tiol.o azo; o grupos ligandos reac
tivos dérivados, por ejemplo, de dialdehidos como glioxal o
gliceraldehido y/o diaminas, como 1,6-hexametilendiamina o
etilendiamina y/o 4cidos carboxilicos ‘, ~aminoalifaticos cg
mo glicina o Acido 6-aminohexaminoico; o un material de so-
porte polimérico gque contiene cualquiera de estos grupos fun)

.cionales. Preferiblemente, X es un grupo amino o un radical

que contiene un grupo amino.
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+ : 1 El grupo activo unido ol enzima y capzz de reaccio-
i
! Inar con el grupo X puede ser un (rupo presentc sobre el enzid

i ma, ya sea inherentemente o por modificacién como, por ejem-

s . . . . . Id - .
: . ; plo, carboxilo, amino, tiol o grupos hidroxi fendlicos o li-

(€3]

; ’ . gandos anhfdrido ‘o un material de soporte polimérico.conte-
‘niendo este grupo activo o un grupo ligando reactivo como los

ilustrados al tratar del grupo X.

T A,

I La reaccidn entre el compuesto de férmula (1) y el

el taga s

enzima se lleva a cabo de la manera mas ventajosa g un pHd
A

1,

LYY P

. )
10 pricticamente neutro, adecuadamente entre 4 y 9 y a una tem—

peratura comprendida entre —4°C y +40°C, segin el enzima de
i
gque se trate. Preferiblemente, el pH es alrededor de 7,0 y

ey

o
P || La temperatura es de 0 a 5%.

i Cuando el preparado enzimitico estd constituido esen

15 cialmente por el enzima y grupos no polares solos, es prefe-

rible que el grupo X proceda de uan dialdehido y/o una a,w-

e i &

diamina, es decir, que los grupos no polares estén unidos al
enzima a {través de tales grupos formadores de puentes.,
Al formar el preparado enzinmdtico de esta invencidn

que también comprende un soporte polimérico, es preferible

gue el soporte sea primero modificado para incorporar el gru-
°v po no polar y, cuando sea necesario, el grupo formador de

puente, antes de la unidn al enzima. En esta realizacidn, el
grupo X en la férmula (I) anterior representa un material po-
23

limérico combinado al grupo R no polsr y a un grupo funcio-

- 7 nal.

i YT 42 e ma Bk € Loty TS Ant B maihn ohanT ey il

Los preparados de enzima/polimero modificado pueden

' . > Ly Id .
ser después obtenidos por cualguicra de los metodos conocidos

para ligar enzimas a polimeros, Zstos métodos estéan descritos)

30

é,'
i
|

por ejemplo, en la patente britsnica n? 1.325,912 e ineluyen

I
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1a copulacidn del enzima al polimero mediante el usgo de reac-
tivos tales como halﬁros de cianbgeno, cspecialmente bromuro
de cianégeno; s-triazinas, especialmente 2—-amino~4., 6-dicloro-
s~trigzina; acil-azidas, compuestos de diazonio, por ejemplo
éter o_hidroxi-3-(p-diazofenil)propilico; cianatos orgénicos
como el ciamato de fenilo y carbodiimidas. Con frecuencia,
estos agentes ligantes se ubilizan primero para reaccionar
con el polimero y proporcicnar grupos reactivos sobre el mis—
mo, Cuyos grupos se hacen después reaccionar con el enzima.
En algunos casos, los enzimas pueden reaccionar directamente
con el polimero, por ejemplo gi este contiene grupos activos
como ligandos anhfdrido o grupos azida de 4cido o ha sido mo-i
dificado de manera que contenga dichos grupos.

Por lo tanto, se observard que el método de reacciln
y las condiciones empleadas para producir 1os'ﬁolimer05 mo-
d ficsdos y ligarlos a los enzimas variaran de acuerdo con lal
naturaleza del enzima y del material polimérico.

Para la mayoria de los preparados de enzima/polimerc
un procedimiento conveniente és el ilustrado en el esquema I.
La primera etapa consiste en unir al polimero (a) los £rupos
no pblares, preferiblemente & través de una amina primaria o
secundaria, R.NH, © Ry HH ¥ (b) grupos formadores de puentes
como «,W-diaminas, para su subsiguiente unién al enzima a
través de grupos dialdehido. Estas regcciones se llevan a
cabo adecuadamente en solucidn o suspensibén acuosa, a pH al-
calinc (adecuadamente pH 8-12) y a la temperatura ambiente.:
Los grupos dialdehido gobre el enzima pueden ser después co~
pulados al polimero modificado en medios acuosos, & un pH

précticamente neutro.
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ESQUENA T

—NH.R
Pold | > | po1d 5
olimexro RNHZ 0 RgN'H ol.1mexro
+ \1\@{((}}{2)}{%{2 _
. NHz(CHZ)XNHZ

—— cno(criz)ycrzo} @_ =CH(CH, ) CHO>
__—NH.R
\ . Polimero
; ‘\. TNNH. (CH, ) - \
; 3l
/ Enzima |— N=CH=(CH,) ~CH
|
Loﬁde

R es un grupo no polar como se ha descrito anteriérmente;
NHé(CHé)xNHé representa una oM-diamina y
GHO(CHQ)YCHO representa un dialdehido.

Con frecuencia es necesario activar los grupos so-
bre el polimero, preferiblemeﬁte con bromurc de ciandgeno,
antes de que sea posible la unidén sobre los grupos no pola-
res.

Por otra parte, algunos polimeros presentan grupos
qué pueden ser utilizados para copular coﬁ los grupos no po-
lares y/o el enzima, si se desea sin grupos intermedios forma
dores de puente. Los preparados enzimdticos de la invencidn
obtenidos de esta forma carecen entonces de la reticulacidn
asociada con el uso de grupos formadores de puentes y con
frecuencia poéeen ventajosas propiedades como.se indicard més
adelante. -

Por ejemplo, en los polimeros a base de anhidrido
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maleico monbmero, como los materiales "Gantrez", los grupos

enhidrido a 1o largo del esgqueleto pueden ser utilizados pa-

ra unirse a 1os grupos no polares y a log enzimas. Adecuada-
. ’ . . . . 4

mente, el polimero es modificado primero por union de grupos

no polarcs ¥ después los grupos anhfdrido residuales en el

polimero son utilizados directamente para copularse con el

enzima. Este procedimiento es ilustrado en el esquema IT.

( A
OCH

3
--CHQ-CH—CH-CH—

A4
I\l

L 00 n

BSQUEMA II

+ m RNHé"“““—“”"*

. ) N
{ oomy ) 0CH,
—\CH, ~CH-GH-CH CH, - GH—GH~CH~
i & I
et A
|
NER| 00 0 |,
' 4
OCH h OCH
1 3 3
¥ ENZ-N ™
-CHZ-AH—GH—GH-— OH, ~CH~GH~CH-
0
F2 Hozi beo HO,C  COH
{
. NH
. EnzJ* d

n~ (ortx)

R representa el grupo no polar antés citadoj ENZ-NH, repre-
senta el enzims llevando un grupo amino.

Tos polimeros . Ganbrez, pbr ejemplo Gantrez AN119
y Gantrez AN149 tienen acenas la ventaja de que se disuelven
gin reaccidén en ciertos disolventes aproticos no acuosos, c¢o-

mo dimetilformamida, que también gon buenos disolventes de




10

15

20

25

30

| prendida entre la awmbiente y 100%¢.

- 14-

las aminas RNH, y R NH. Es posible una mezcls de reaccidn ho-
mogénea y, por lo tanto, estos disolventes constituyen medios
de reaccidn ventajosos para la unidn de 1os grupos no polares
a esfos polimeros cuando se producen los preparados enziméti-
cos de esta invencidn. ‘

Por consiguiente, en una realizacidn preferida, los
preparados del enzima/polimerc de esta invencidn se obtienen
haciendo reaccionar un material polimérico que contiene gru-
pos anhidrido sobre el esqueleto con una amina de férmula
RNH2 o RZHH, en un disolvente aprdtico polar no acuoso, donde
R es un grupo{ﬁo polar y posteriormente uniendo el polimero
modificado a un enzima.

Es preferible que la amina se haga reaccicnar con el

polimero en presencia de una base terciaria, por ejemplo piri-

dina. La expresidn "base terciaria" utilizada aqui significa

una amina terciaria o una amina aromdtica heterociclica.
Preferiblemente, el disolvenie aprdtico no acuoso

es la N,N-dimetilformamida o la propia base terciaria. La tem

peratura a la cual ge lleva a cabo la reaccibn depende de-la

identidad del soporte polimérico y de la amina, Sin embargo,

en general, la reaccidén se lleva a cabo a una temperatura ¢om+

El soporte polimérico modificado puede ser aislado
del medio en el que se ha preparado por precipitacidén con un
disolvente menos polar, més adecuadamente éter dietilico o
por adicidn de la solucidn sobre el agua cuando se produce
hinchaniento e hidrdlisis del annidrido y aislamiento del
polimero modificado hidrolizado del medio acuoso utilizando
un 1iquido no miscible con agua a por centrifugacidn,

Después el enzima se une al soporte modificado aisla-

s iyt savrr ®

(Rt - S
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quefio volumen de un disolvente no acuoso polar, pueden ser

~glicerilo y alcohocles aliféticos C4~C12 como n~decanol.
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do antes mencionado, poniendo en contacto el soporte modifi-
cado con el enzima en una solucidn acuosa, opcionalmente con
un agente copulante, por ejemplo una carbodiimida sustitui-
da..Alternativamente, la mezcla de reaccidn no hidrolizada,

o el polimero modificado no hidrolizado disuelto en un pe-

agregados directamente a yna solucidn acuosa del enzima.
Alternativamente, la copulacidn puede ser realizada
adaptando primero el soporte no hidrolizado antes mencionado
por tratamiento del mismo con hidrato de hidrazina en solu-
cidn en dime?ilformamida. Este soporte adaptado, gue después)
se hidroliza y aisla del medio acuoso por centrifugacibn,
puede ser copulado con el enzinma en medios acuosos utilizan-

do nitrito sddico como activador.

In otro aspecto, esta invencién préporciona un pro-
cedimiento para efectuar una reaccidn enzimica, que consis-
te en poner en contacto en un medioc acuoso un preparado en—
zimédtico como el agui definido con un substrato para el en-
zima; después separar dicho preparado enzimdtico de la mez—
¢la de reaccidn acuosa mediante puesta en contaéto con un
1iquido no miscible con agua, recuperar el producto de reac-
c¢ibn de la fase acuosa y opcionalmente reutiliéar el prepa-
rado enzimdtico separado poniéndole en contacto con un nue-
vo substrato.

Pare separar el preparado enzimdtico del medio acuo-
so puede utilizarse una amplia variedad de liquidos no mis—
cibles con agua. Los liguidos adecuados son alcanos, como
heptano, octzno, nonano, decano y hexadecano; hidrocarburos

aromdticos, ésteres alifdticos superiores como trioleato de

R e san R BT
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tacto sea mhximo, la operacidn de contacto habitualmente se

tatorio o mediante sacudidas, para descomponer el 1iquide

-16-

Al ponerse en contacto con este liquido, el prepa=
rado enzimitico forma una capa superficial en el &res de

contacto entre los dos, Con objeto de que este 4rea de con-
realiza con agitacidn, por ejemplo mediante un agitador ro-

no miscible con agua en pequefias gotitas. Cada gotita es
circundada después por el preparado enzimitico, adhiriéndose
a su superficie.

Este contacto del preparado’ enzimdtico con el 1fgqui-
do no miscible con agua puede ser establecido antes, duran—
te o despues de efectuar la reaccidén enzfmica. Preferible-
mente, se establece antes de la reaccidn enzimica disper—

. -’ . . ’ . ' 4 .
sando, por agitacion, el preparado enzimatico con un ligui-
do no miscible con agua, en un medic acucso que contiene el
substrato. Asi, durante la reaccidn enzimica, el preparado
esta asociado a las gotitas de 1fquido no miscible con agua
que estd presente en forma de enulsidén en los medios acuosos
¥y la dispersibén es mantenida durante la reaccibn por agita-

- ? . . 14 .
cion. Cuando se requiere separar el preparado enzimatico,
. . 4 .
se interrumpe la agitacidn y se reunen las fases respectivas

Alternativamente,; el preparado enzimitico pucde es-
tar presente en la mezcla de reaccidn acuosa en forma de so-
lucidén o suspensidn y ponerse en contacto con el 1iquido no
miscible con agua después de la reaccidn, cuande hay que se-

. I .
parar el preparado enzimatico.

La naturaleza & la asociaciln del preparado enzimi-
tico con el 1liquido no miscible con agua varia de acuerdo
con el material polimérico y/o los grupos no polares incor-

porados al preparado enzimdtico, Por ejemplo, con los prepa-
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rados de enzima/polimero que contienen una reticulacidn im-
poftante, se forman agregados sdlidos y estas particulas se
adhieren a las gotitas de 1liquido no miscible con agua. S9in
embargo, con los preparados no reticulados, ilﬁstrados por

los materiales con soporte de "Ganitrez" antes descritos (v

por los preparados que no contienen polimero), normalmente
no se produce adherencia grosera de sb6lidos a las gotitas

y se forma sobre las mismas una monocapa de preparado enzi-
mdtico. Esto es especialmente ventajoso cuando la reaccidn

enzimica se lleva a cabo después de poner primerc en conéac~_
to el preparado enzimdtico con el liquido no miscible con
agua para producir este sistema. '

Cualquiera que sea la naturaleza de la asociacidn,
el contacto entre el preparado enzimdtico y el liquido no
miscible con agua (habitualmente en forma de gotitas) permi-
te la separacidn del preparado enzimitico del medio acuoso.
Las gotitas,.recubiertas con el preparado enzimatico, tiener
aproximadamente la misma densidad que el 1iquido no miscible
con agua. Al dejar en reposo, las gotitas o flotan sobre la
superficie del medio acuoso (para los liquidos menos densos
que el agua) o se sedimentan en el fondo (para los 1iquidos
mas densos). Asi, se produce uns capa separada que compren-
de el 1fquido no miscible con agua asociado con el preparadg
enzimdtico, que es fécilmeqte recuperado del medio acuoso.

Para los 1iquidos que no flotan sobre los medios
acuosos o no se sedimentan de los mismos con suficiente ra-
pidez, pueden emplearse otros medios de separacidn, por
ejemplo centrifugacidn o’paso de la mezcla a fravés de un
filtro repelente del agua, con Lo que el medio acuoso pasa

y el liguido no miscible con agua (junto con el preparado
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enzimAtico) queda detrds y es asl separado. Un proceso en-
zimico preferido de esta invencién es la preparacién de deid
do 6-aminopenicilénico a partir de una peﬂicilina; utilizan-
do un preparado a base del enzima penicilin-acilasa. En estd
caso, vreferiblemente el enzima acilasa es obtenido de bac—

terias, por ejemplo cepas de Egcherichia coli, cuando se

utiliza para la escisidn de 1a bencilpenicilina o de hongos

del tipo actinomycetes cuando se utiliza para la escisidn

de la fenoximetilpenicilina, Estos enzimas son en general
conocidos. Se utilizan en la produccibn de 6-APA dentro de
un intervalo -de pH de 6,0 a 9,0, preferiblemente de 7,0 a
8,5. Como la desacilacién de una penicilina da lugar a la
liberacidén de un acido libre de la"cadena lateral de peni-
cilina, es necesario mantener el intervalo de pH antes men-
ciénado durante el proceso de preparacién de 6-APA por adi-
cién de un Alcali cuando sea necesario, por ejemplo una so-
lucién de hidrdxido sbédico o amdnico o trietilamina.

Una ventaja particular del uso de los preparados eni
simaticos de esta invencién es la fécil aplicacién a un me-
todo continuo de reaccibn enzimétiéa que puede ser llevads
a cabo en el aparato mostrado en la Fig. 3 que acompaiia a
esta memoria, que es un esquema de un reactor adecuado.

Refiriéndonos a la Fig. 3, se utiliza un tangue reag
tor 1 con medios de agitacidn en forms de agitador 2, entra+
das 3, 4 y 5 para el substrato, el dlcali y el enzima res-
pectivamente y una salida 6. El tanque 1 fambién contiene
una sonda 7 detectora del pH que controla una vélvula 8 co-
nectada a la entrada de 4lcali 4. La salida del tanque 6

alimenta, a través de una bomba 9, una vasija de separacidn

.10 a través de una entrada 11. Ia vasija de separacién dis-
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pone de una salida superior 12 conectada a la entrada 5 gl'
tanque reactor, una salida inferior 13 para sacar el produc-—
to de reaccidn a través de la bomba 14 y un filtro en.forma
de vidrio sinterizado 15 colocado sobre la salida inferior
13. Ia entrada 3 del substrato es alimentada desde una hom~
ba 16 y las bombas 14 y 16 estén conectadas para operaf al
mismo caudal. .

En funcionamiento, el tanque reactor 1 se carga &
través de la entrada 3 eon el substrato en medio acuoso jun-
to con un preparado enzimdtico de la invencidn y un liquido
no miscible con agua. La mezcla es dispersada por'el agitador
2 para producir una emulsibn. El tanque 1 puede ser mantenido
a una temperatura constanbte, por ejemplo mediante una camisa
de agua (no mostrada) gue circunda al tanque. Se agrega el
4lcali a la emulsidn contenida en el tanque a través de la
entrada 4 y la velocidad de esta adicidn viene gobernada por
1a valvula 8 controlada por la sonda 7 de manera que el pH
de la mezcla de reaccidn se mantiene dentro del intervalo
requerido para una reaccién éptima. Durante la reaccidn, ce,
accionada la bomba 9 y la mezcla es sacada por la salida 6
¥y transferida'a 1a vasija de separacién 10 a través de la en-
trada 11. En la vasijé 10, el 1iquido no miscible con agua
(en este caso menos denso que el a gua) forma una capa supe-
rior 17 separada que contiene el preparado enzimdtico. La
capa acuosa inferior 18, que contiene el producto de reée—
cibn, es retirada a través del filtro 15 y desde alli a tra-
vés de 1la salida 13 mediante la bomba 14. La capa superior 17
que conticne el preparado enzimatico asociado con el 1iquido
no miscible con égua se deja fluir a través de la salida 12

y volver al tanque reactor 1 a través de la entrada 5. A me-
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dida que el producto es sacado por la salida 13, se afiade

i

/més solucidn de substrato al tanque 1 a través de la entra-

|

, nadas de manera que la velocidad de entrada de substrato es

da 3 mediante la bomba 16, Las bombas 14 y 16 estén coordi-

é igual a-la velocidad de salida de producto.

Los caudales, el tiempo de permanencia en el fan~-
que reactor y otros pardmetros de la reaccién dependeran del
sistema particular de preparado enzimdtico/substrato emplea—
do. De los resultados preliminares se deduce que un reactor
d\ 10.000 litros, utilizando 1000 kg de un preparado enzimé-
tido & base de penicilin-acilasa ligada a un soporte de
hantrez AN149 puede pr?cesar alrededor de 2000 kg de peni-
cilina G al dfa, a una concentracidn del 5 % en peso/volu~
imen a 22°C y pH 7,8, auwque esta cifra puede ser mejorada
con preparados enzimdiicos de mayor actividad especifica,

Los siguientes ejemplos ilustran la produccidn y las
propiedades de algunos de los complejos poliméricos cnzimi-
ticos de esta invencidn,

En los ejemplos, se ehplean las giguientes abrevia-
turas para designar los polimeros y polimeros modificados,
enzimas, grupos ligantes, grupos no polares y agentes copu-

» lantes:
Enzimas:

L

Lipasa
PA : Penicilin-acilasa
T « Tripsina
Soportes:
P 1 Ficoll

GAN : Gantrez -
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SR ¢ Sepharcse
2000 : Dextrano T.2000

Grupo ligante enzima/soporte:

HD : 1,6~diaminohexano

Grupos no polares:

D ¢ n-decilamino
DD : n-dodecilamino
0D 1 n—octadecilamino

Agentes ligantes y agentes activantes y grunog activados:

pos hexametilendiamino (HD) pars unirse al enzima y tem-

CMC :,1—ciclohexil—3—(2—mprfolinoetil19arbodi~

imidometano~p~toluensulfonato

.

G ’ s Glutaraldehido

A : Hidrazida

Fl nimeroc entero que sigue a la notaciSn represen—
ta el nlmero del lote.

Por ejemplo, el preparado enzimdtico del Ejemplo 1
es designado por PAFHDDG. El enzima es por lo tanto la pe-

nicilin-acilasa (PA). El soporte es Ficoll (F) 1llevando gru-

bién grupos decilo (D) como grupos no polarcs. La copula-
cidn entre el grupo amino 1ibre del ligando hexametilendia-
mina y el enzima se realiza utilizando glutaraldehido (@).

| : También GAN 149 HDOD es el soporte modificado pre-
parado a partir de Gantrez 149 modificado con 1,6-diamino-
hexano y octadecilamina y PAGAN 149 HDOD-G es el soporte mo-
dificado anterior al que se ha unido penicilin-acilasa en

presencia de glutaraldehido.

B L T e S BN S
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BJEUPLO 1
(a) n-Decilamino, (6-aminohexilamino)-Ficoll (FHDD-1)

Se disuelven 5 g de Picoll en 3CO ml de agua y se
ajusta a pH 11,0. Se aiiade 1 g de bromuro de cianégeno y el
ol se mantiene durante la reaccidn empleando NaOH 2 N. La
reaccidn cesa al cabo de 20 minutos a la temperatura ambien—~
te y se afiaden 4 g de n—decilamina y 0,5 g de 1, 6-diamino-
hexano disueltos en 10 ml de metanol. EL pH se ajusta a 9,5
con HCL 2 H y la mezcla se agita durante 16 horas a 2°¢. Te
solucidn coloidal resultante se centrifuga a 22.000 g duran=-
e 1 hora paré dar un grénulo blaﬁco (35 g de peso himedo)

que se comserva y un 1fquido sobrenadante turbio que se deg-

precia. \

(b) Penicilin-acilasa [h-decilamino, (6-aminohexilamino)-

Ficoll] (PAFHDDG-1)

Se mezclan 21,6 g de peso himedo de FHDD-1 con una
solucidn reguladora 0,1 M de fosfato sbdico a pH 6,0 (20 ml)
y se ajusta a pH 6,2 con HCL 2 N. Una solucidn de penicilin-
acilasa de E. coli (50 ml, 340 mg de proteina parcialmente pu
rificada) se ajusta a pH 6,2 a 0°¢ y se afiaden 5 ml de wna
solucidn zcuosa al 25 % en peso/volumen de glutaraldehido.
Despubs de agitar a 0°C durante 30 minutos, se aflade la sus-
pensidn de FHDD-1. La mezcla se agita a 0°¢ aurante 3 horas
y a 400 durente 4 horas y después se congela (-2000) durante
16 horas. Después de desconéelar, la suspensibn se centrifu-
e a 20.000 g ¥y £°¢ durante 45 minutos para dar gréanulos ge;
latinosos pardos. El gel se suspende de nuevo en solucidn
reguladora de fosfato sbédico 0,1 M a pH 7,0 (30 ml) y se cen-

trifuge otra vez a 20.000 g ¥y 4°C durardte 30 minutos. Se com-—
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;binan los 1iquidos que sobrenadan y los grénulos vardos (apro-
/XLquamenne 6,3 g de peso himedo ) se suspenden en solucidn
freguladora de fosfato sbdico 0,1 m a pH 7,0 y se mantlenen
'a 4° Co La suopen91on de granulos, cuando se mezcla con su
'proplo peso como minimo de n~decanol, flota con el aecanol

sobre laz superficie de las soluciones acLosas dejando un 1i-

quido infranadante de enzima en particulas, Las actividades
enzimicas de los grénulos, del liguido que sobrenada y del
material enzimitico ge encuentran en la Tabla I. Se recupe-
ra\ép-oximadamente el 43 % de la actividad enzimatica ini-

?ial, encontrandose practicamente la totalidad en el conju~

ﬁado} Ta actividad del complejo puede ser recuperada sustan-

%ialmente de lss soluciones de penicilina por flotacidn o “

por centrifugacidn convencional.

TABLA T

detividad de penicilin-geilaga del PAFHDDG-1

Procedimiento de ensayo: Se disuelve la sal sbdica

3

de penicilina G a la concentracidn apropiada en 20 ml de una
solucidn reguladora de fosfato sbdico 0,02 M a pH 7,8 ¥ 37 g
y se aflade la muestra de enzima. El pH se mantiene por adi-
cibn de NaOH 0,1'N o 0,5 Ny la actividad es expresada como
1a velocidad inicial de produccibn de &cide 6-aminopenici-
14nico (6-APA). En el procedimiento de ensayo 1, se afladen
2lml de n~decancl a la mezela de reaccidn agitada y, después
de 1a determinacidn, se deja que la suspensidn se separe en

dos cavas., La capa superior se separa cOn una jeringa y se

vuelve a utilizar. In el procedimiento 2, la suspensidn final

se centrifuga a 2000 g durante 15 minutos y los grénulos se

vuelven a ubilizar.
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Material  Cantidad el ensayo 1074
Enzima 1 ml 5 - 0,885
PAFHDDG-1 sobrenadante 1 ml 5 0,008
PAFHDDG-1 . 0,5 g 5 . 1,500
PAFHDDG-1, re—ensayos

Procedimiento 1. 1. 0,5 g 5 0,860

- 2, 0,5 g 5 0,550

3. 0,5 g 5 0,500
Procedimiento 2. 1. 0,5 g 5 1,300
2, 0,5¢g 5 1,210
3. 0,5¢g 5 1,110
4. 0,5 g 5 1,030

|- PH 10,0 con HCL 2 N y se aflade una solucibn de 5 g de n-octa

24 - -

Velocidad ini~
of cial de produg|
# en peso/vo cidn de 6-2P4,

lumen de ve- .
e = ole nut
niciling Gen ™ 1 S/ml to x

(a) n-Octadecilamino (6~aminohexilamino)-Ficoll (FODHD-1)
Se disuelven 5 g de Ficoll en 300 ml de agua y la so
lucidn se trata con 1 g de bromuro de cianlgeno a pH 11,0

como antes. Al cabo de 20 minutos, 1la solucidn se ajusta a

decilaming y 0,5 g de 1,6-diaminohexano en 20 ml de metanol
El pH se ajusta de nuevo a 10,0 con HCL 2 ¥ y la mezela se
agita a 4°C durante 72 horas. El producto se centrifuga a
20.000 g y 4°C durante 45 minutos. Se formen unos grénulos
blancos sueltos (25 ml, retenido) y un 1{quido sobrensdante -
transparente con espuma superficial (octadecilamina).
(b) Penicilin-acilasa [n-octadecilamino, (6-aminohexilamino)]
' Ficoll] (FAFODHDG-1)

Se ajustan 25 ml de penicilin-agcilasz (170 mg de

1
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proteina) a pH 6,2 a la temperatura ambiente y se afladen -
2,5 ml de glutaraldehido al 25 % en peso/&olumen. La nmezcla
se agita a la temperatura ambiente durasante 15 minutbs, se
afiaden 10-ml de FODHD-1 y la suspensidn se ajusta a pH 6,2
con HCL 2 N. Después de agitar a 4°C durante 3 horas, el ma-
terial se centrifuga a 20,000 gy 4°¢ durante 30 minutos. Log
grénulos de color rosa se suspenden de nuevo en solucidn re-
guladora de fosfato sbdico 0,1 M a pH %,O y se mantienen a
400. La suspensidn es flotada eficientemente por n-decanol,
y su actividad se encuentra en la Tabla IY. La recuperacidn
de actividad es aproximadameniec del 60 %,
TABLA IT
Actividad de PAFODHDG-1

Procedimiento de ensayo: Como en la Tabla 1, Se utiliza siea

pre penicilina G al 5 % en peso/volumen.

Velocidad inicial de
produccidn de 6-APA,

Material . Cantidad' moles/minuto x 10~4
Enzima 1.ml 0,885
PAFODHDG~1 0,5 g . 0,940
Re~ensayos (Procedimien—
to 2)

14 0,5 g . 0,800

24 0,5 g 0,585

BJEIPLO 3
(2) n-Decilamino, (6-aminohexilamino)=Dextran T2000
(T2 000HDD-1) .
Se disuelven 10 g de dextrano (meso molecular pro-
medio 2.000.000) en 800 ml de agua y se activa con 2,5 g de
bromuro de cianlgeno como se ha descrito antes. ALl cabo de

20 minutos se afiaden 5 g de n-decilamina y 1,0 g de 1,6~
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, diaminohexano y se ajusta el pHa 10,0. Ia soluciéﬁ se agi~
ta a 4°Q durante 16 horas y después se centrifuga a 20.000 g
Ly 400 durante hora y media. Los grénulos formados se sﬁspen—
% den de nuevo en 100 ml de HCl 0,1 N y se centrifugan otra.
i.vez (20,000 g/1 hora)., Se conservan los segundos grénulos

(¢ = 50 g de peso himedd, | - -

(b) Penicilin-acilasa[(n-decilamino, (6-aminohexilamino)-

dextran T2000] PAT2O000HDDG~1.

AN Se homogeneizan 10 g de peso himedo de T200QHDD-]
én\éoluoién reguladora de fosfato sbdico 0,1 M a pH 6,0 y la
suséensién se ajusta a pH 6,2. Se ajustan 50 ml.de penici-~
ﬁin;acilasa (340 mg de proteina) a pH 6,2 y se afiaden 5 ml
ide glutaraldehido al 25 % en peso/volumen. Esta solucibn se
agita durante 45 minutos a 4°C y después se afiade el
T2000HDD. La mezcla se agita a 4°C durante 30 minutos y des-
pués se mantiene a —20°C durante 16 horas., Después de des=-
congelar, la suspensidén se agita é la temperatura ambiente
durante 1 hora y después se centrifuga a 6000 g a 22°¢ du~
rante 30 minutos. Se conserva el ligquido que sobrénada y los
grénulos se suspenden de nuevo en 75 ml de solucidén de fos-
fato sbédico 0,1 M a pH 7,0. Centrifugando como antés, segui-
do de re-suspensidn y nueva centrifugacidn, se obtienen
8,0 g de peso himedo de grinulos marrones. Estos son flota-
dqs suficientemente por él n-decanol y mencs eficientemente
por el n-~heptano, La actividad de este préparado viene

dada en la Tabla III. Aproximadamente un 10 % de la activi-

dad enzimditica original se encuentra en el conjugado,




10

15

20

25

30

_ o7

TABLA III
"Actividad de PAT2000HDDG-1

Procedimiento de ensayo: Como antes, utilizéndose siempre

penicilina G al 5 % en peso/volumen.

Velocida@ inicial de
produccidon de 6-APA,

Material ' , : Cantidad moles/minuto X 10-4 -
Enzima 1 ml 0,875
PAT2 000HDDG—1 ‘ )

Sobrenadante 1 ml 0,022
PAT2 000HDDG—1" 0,5 & 0,270
Re-ensayo (Procedimien '
0 2) = 0,5 &. 0,155

EJENPLO 4

(a) n-Decilamino, (6-aminohexilamino) Sepharose 4B (SRHDD~1)

Se hinchan 2 g de peso seco de Scpharose 4B activado
con bromuro de ciandgeno en 50 ml de HC1 10738 a 4°C duran-
te 15 minutos y después se lava sobre un vidrio sinterizado
con dos porciones de 100 ml de HCL 103N, Se afiade el gel a
una solucién de 20 ml de bicarbonato sédico 0,1 .M, 5 ml de
etanol, 0,5 g de n-decilamina y 0,1 g de 1,6-diaminohexano.
La mézcla se hace girar lentamente a 4°C durante 16 horas
y después se filtra en un vidrio sinterizado. El gel se la-
va con succidn empleando cuatro porciones de 20 ml de HCL
10—3N, cuatro porciones de 20 ml de etanol y cuatro porcio-
nes de 50 ml de agua y después se suspende de nuevo en agua
y se mantiene a 4°¢, ‘
(b) Penicilin-acilasa [n~decilamino, (S;aminohexilamino)—

Sepharose 4B) PASRHDDG~1
Se suspenden 1,5 g del gel SRHPD-1 secado por suc—

cibn en 5 ml de solucidn reguladora de fosfato sbédico 0,1 M
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a pH 6,0 y se afiaden 0,5 ml de glutaraldehido a 25 % en pe-
so/volumen. La mezcla se agita durante 2 horas a la tempe-
ratura ambiente y después se seca por succidn sobre un vi-
drio sinterizado., A continuacidn se aflade el gel a una mez-
cla de 2 ml (13,6 mg) de penicilin-acilasa y 3 ml dé solu-
cidn reguladora de fosfato sbdico 0,1 I a pH 6,0. Esta mez~
cla se agita durante 24 horas a 400, se seca por succidn y
se lava sobre el vidrio sinterizado con cinco porciones de
20 ml de solucidén reguladora de fosfato sédico 0,1 M a
pH 7,0. Se suspende en 5 ml de la misna solucidn reguladoral
Las perlas résultantés son flotadas con n-decancl en con-
traste con el Seﬁharose no modificado que se sedimenta de
las suspensiones acuosas que contienen n-decanol. La activi-
dad de este preparado estd indicada en la Tabla IV, Aproxi-
madamente el 72 % de la actividad original estd presente en
el conjugado.

TABLA IV

Actividad de la nenicilin—acilasa de PASRHDDG-1

Procedimiento de ensayoﬁ Como antes, empledndose siempre pe-t
nicilina G al 5 % en peso/volumen.

Velocidad iniciel de
produccidn de 6—-A’£’AIBr

Material Cantidad - moles/minuto x 10~
Enzima 1 ml 0,885
PASRHDDG-1 2 m 0,505

Re—-ensayos

Procedimiento 2. 1. 2 ml 0,410

2. 2 ml ' 0,375

Procedimiento 1. 3. 2 ml 0,270
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den 6 ml de n-decanol y 0,6 ml de n-decilamina y se conti-

]

' acilasa y se afiaden 4 ml de glutaraldehido al 25 % en peso/

' yolumen. Después de agitar durante 20 minutos a 0°¢, se afla-

- 29~

BJENPLO 5
[h—Decilaminoglutaral—penicilin~acilasd] (PADDG-1)
'Se ajusten a pH 6,2 40 ml (272 mg) de penicilin-

nda agitande fuertemente a 0°¢ durante 6 horas y a la tempe
ratura a@biente durante 1 hora. La mezclg se centrifuga a

2000 g ¥ ?200 durante 10 minutos para dar una capa sobrena-
d;_ﬁe parda que se separa y se mantiene en suspensidn en s0-
Jucién reguladora de fosfato sédico 0,1 M a pH 7,0 (30 m1).
hl material flota espontancamente hasta la superficie de las
suspensiones acuosas pero es algod menos dispersable que los
conjugados poliméricos y tiene tendencia a foxﬁar agregados
grandes., Un ml de la suspensidn, enalizado como en el BEjem~-
plo 1, presenta una actividad de 0,49 x 1074 moles/minuto,

1o que representa una retencidn del 42 % de la actividad de

acilasa en el conjugado.

EJEMPLO 6 _
Pripsina-[n~octadecilamino, (6—aminohexilamipo)—Ficoli]-
(TFODHDG-1)

_ Se disuelven 50 mg de tripsina exenta de sal en
20 ml de solucidén reguladora de fosfato sbdico 0,1 M & pH
6,0 ¥ 0%, Se afiade 1 ml de glitaraldehido (25 % en peso/vo-
iumen) y la mezcla se agita durante 15 minutos a 0°C. Se
afiaden 10 ml de FODHD-1 del Ejemplo 2a y la solucidn se
ajusta a pH 6,2 con HCL 2 N. Ia mezcla se agita durante
16 horas a 406 j después se centrifuga a 20.000 g ¥ 4%¢ au-~
rante 30 minutos., Los grénulos se suspenden de nuevo en

20 ml de agua y se filtran atilizando papel de separdcidn

T
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" Ia actividad del conjugado estd indicada en la Fig, 1. EL

-Unas gotitas de heptano constituyen un,"blanco" significafi~
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de fases VWhatman IPS. EL residuwo se suspende de nuevo en
20 ml de HC1 10—3 My se filtra otra vez. La resuspensién
(HC1 1073 H) y la centrifugzacidn (1onooo 2/14°C/20 minutos)
se repiten dos veces y asi se obtienen 2,65 g de-un gel

pardo. Esté material eé flotable con n—-decanol y n-heptano.

procedimniento de ensayo fue el siguiente:

Se disuelve N~oa-benzoil-DL—arginin-p-nitroanilida .
en 5 ml de dimetilformamida y se aflade sobre 45 ml de solu-
cibn reguladora Tris 0,05 M a pH 8,3 (conteniendo 10 milimo-
les de CaClz) para dar una solucidn 2 x 1073 1 del substrato
cromogénico. Se afladen 5 ml de n~heptano y la mezecla se agi-
ta fuertemente a 22°C, Se agrega la muestra de enzima y se
toman a intervalos paries alicuotas de 5 ml de la mezcla,
Dejando en reposo brevemente o centrifugando suavemente, se
separa la capa de hepiano (érrastrando con ella al TFODHDG-1)
Se separé la capa acuosa inferior y se toma el espectro

D,D1 cmnm para determinar la liberacidn de p—nitroanilina}

vo para el valor de la absorbancia. En algunos casos, la ca-
pa inferior ée diluye para facilitar las lecturas de absor-
bancia. Después de 1é lectura, el heptano y las capas acuo-—
sas se devuelven a la mezcla de reaccidén agitada. La activi-
dad total retenida por el conjugado es del 17 % de la acti-
vidad amidolitica original.

EJEHPLO 7T
Lipasa—[n—decilamino, (6~aminohexilamino)-Dextran T2000]—
(LT2 000HDDG-1)

Se disuelven 200 mg de iipasa de Cendida Cylindracesa

en 20 ml de solucidn reguladora de fosfato sbédico 0,1 M a
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/do al 23 % en peso/volumen ¥ la mezcla se agita durante 30

'tanbe en 20 ml de solucidn reguladora de fosfato sddico

.Y 4%@ durante 30 minutos y los grénulos se suspenden de nue-

.ces mas, Los grinulos finales (8,4 g de peso himedo) se sus-

- 31—

pH 6,0 y se ajusta a pH 6,2, Se afiaden 2 ml de glutaraldehi-

minutos ‘a la temperatura ambiente. De 1la susoen51on pr301p1—
t

& con etanol el T2000HDD-1 (Ejemplo 3) ¥y el precipitado se

vuelve & hinchar en agua. Se homogeneizan 10 g del gel resul;
0,1 M a pH 6,0 y se agrega a la mezola de enzima—~glutaral—
dehido, Bl pH se ajusta a 6,2 y la mezcla se agita a 4°¢

durante 16 horas., La suspensidn se centrifuga a 20,000 g

vo en 50 ml de solucibn de fosfato sédico 0,1 ¥ a pH 7,0 y

ST centrifugan otra vez. Este procedimiento se repite dos ve
pénden de nuevo en 20 ml de fosfato sddico 0,1 I a pH 7,0,
La suspensidn es flotable con n-decanol y n-heptano. La ac—
tividad del conjugado estd indicada en la Fig., 2. EL proce-
dimiento de ensayo fue el siguiente:

Se agitan répidamente 5 ml de laurato de p-nitrofe-
nilo 107° M en n-hepbano) con 20 ml de Fosfato sdiico 0,1
a pH 8,0 y a la temperatura ambiente. Bajo estas condicio-
nes, no es detectable la hidrélisis enzfmica del &ster du-
rante 1 hora o mas, Después de la adicidn del enzima, se re-
tiraﬁ partes alicuotas de 5 ml & intervalos, se centrifugan
a 4000 g durante 1,5 minutos y se separa la capa inferior
(abuosa)‘ El D. Ologm se determina exactamente 3 minutos
después de separar la parte alicuoia original, Después las
capas acuosa y heptdnica se devuelven a 1la mezcla agitada.
(Como el substraﬁorse encuentra en la fase no acuosa en este
experimento, la velocidad de agitaciln, es decir, el grado

de dispersidn, debe mantenerse constmnte durante todo el

1

LT S S iy s ¥ ..
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Y
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(a) GAN149HDOD-1

experimento).
Aproximadamente el 1 % de la actividad de lipasa
original se incorpora al conjugado.

BJEIPLO 8

Se suspenden 1 g de p—octédecilamina y 0,2 g.de
1,6-diaminohexanc en 10 ml de metanol y se afiade a 200 ml
de solucidn reguladora de fosfato sédico 0,2 M a pH 8,0 con-
teniendo 40 ml de metanol. Se afiaden poco a poco y aglitando
fuertemente 2 g de Gantrez 149. La mezcla se agita durante
16 horas a la temperatura ambiente ¥y después se centrifuga
a 12.000 g durante 1 héra a la temperatura ambiente, La natd
formada y el 1{guido que sobrenada se desprecia y los granu-
los se suspenden de nuevo en solucibn reguladora de fosfato
sbaico 0,1 M a pH 7,0 (100 ml) y se centrifugan otra vez
como antes. Los grénulos gelatinosos (80 g) se mantienen a
4%,

(b) PAGAN149HDOD-1-G

Se ajustan 20 ml de solucidén de penicilin-acilasa .
(1,36 x 10"77unidades, 136 mg de proteina) a pH 6,2 y se
afianden 2 ml de glutaraldehido al 25 % en peso/volumen en
agua,., La mezcla se aéita a la temperaturs ambiente y se afia-
de una suspensidn & 10 g de GEU49HDOD-1 en 12 ml e solucidn regﬁ-
ladora de fosfato sbédico 0,1 I a pH 6,0. El pH se manticne
a 6,2 y se continda agitendo a la temperatura ambiente du~
rante 2 horas. La suspensidn se centrifuga durante 1 ﬁora a
20,000 g ¥ 4?0 y se conserven los grénulos (14 g), Los gri-
nulos se suspenden de nuevo en 10 ml de solucibn de fosfato
gbdico 0,1 W a pH 7,0 y se repiée la centrifugacién. Los

. . . 0
grénulos finales se mantienen a 4°C.

r

]
4
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Actividad especifica: 3 X 10"5 molés de 6—A?A.min~1 (5 % de
penicilina G, pH 7,8, 22°0)
Recuperacién de la actividad: 21 %. Flotable con n-decanol o
n-decano.
" EJEIPLO 9

(a) GAN149HDOD-2

Se disuelven 5 g de n-octadecilamina en 50 ml de etat
nol y se afladen a 1 litro de gsolucidn reguladora de fosfato
sédico 0,1 1l a pH 9,0 conteniendo 200 ml de etanol. Se afia~
den poco a poco 5 g de Gantrez 149 a lo largo de tres cuar-
tos de hora, con agitacibén., E1 pH se mantiene entre 8 y 9
con NaOH 2 N. Después de la adicidén del Gantrez, se afladen
5 g de 1,6-diaminohexano.y la mezcla se agita a la tempera-
tura ambiente durante 6 horas. Z1 pH se reduce a 3,0 con

HCL concentrado y la suspensidén se centrifuga a 12.000 g du-

]

rante 1 hora a la temperatura ambicnte. EL 1iquido que sobre
nada se desprecia y los granulos se suspenden de nuevo en
550 ml de agua y se vuelven a centrifugar para dar 150 g de
granulos blancos finales que se conservan a 4°c,

(b) PAGAN149HDOD-2~G

Se mezclan 100 ml de una solucidn de penicilin-aci-
lasa (9,8 x 106 unidédes, 88 mg de proteina).con 15 g de
GAN149HDOD-2, 20 ml de solucidn reguladoras de fosfato sbdico
0,1 MapH 6,0y 1T ml de azida sbdica al 2 % en peso/volu-
men y se homogeneizan brevemeﬁte a 0°C., La mezcla se ajusta
a pH 6,8 a 0°¢ durante 4,5 horas y después se centrifuga a
20,000 g ¥y 4°¢ durante 1 hora. Los grénulos se suspenden de
nuevo en fosfato sédico 0,1 M a pH 7,0 y se centrifugen
otra vez. Bstas operaciones se repliien despuéé hasta oblte-

ner unos grénulos finales que pesan 11,2 gy se conservan a
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4°¢,

Actividad especifica: 1,8 x 10~ -5 moles de 6-APA.min '].t'g;"1

(Condiciones como en el caso anterior)

. Recuperacidn de actividad: 55 %. Flotable con n~decanol o

n-decano.
RJEMPLO 10
Tripsina (n-decilamino—~Gantrez AN 119)(TGAN 119D)

Se disuelve 1 g de Gantrez AN 119 en 5 ml de dimetils

formamida (DMF) y se agita fuertemente. Se afiaden 0,3 g de

N )
n4§ecilamina en 1 ml de DMF y la solucidn se vuelve més vis-
éosa. Después de agitar durante 10 minutos, la solucibn se

herega gota a gota a una solucibn de 300 ml de tripsina bovii

—

ma en 60 ml de solucidn reguladora de fosfato SOdlCO 0,1 M
‘a pd 8,0, a 22%. m pH se mantiene con hldrOAldO sbdico 2 N
¥s cuando ya no se produce ningln cambio, se afiaden 4 g de
cloruro sbdico. La suspensidn resultante se vierte en 175 ml
de solucidn reguladora de fosfato sbdico 0,1 M a pH 7,6 Y se
enfria a 400. Se afladen 50 g de sulfato ambnico y la mezcla
se agita a 4 ¢ durante 20 mlnutos. La megzcla se centrifuga

a 25,000 g y 4°C Gurante 1 hora y los grénulos gelatinosos
se homogeneizan de nueve en 30 ml de solucibn reguladora de
fosfato sbdico 0,1 M a pH 7,6. Se repite la centrifugacidn,
seéuida dc dos ciclos mAs de homogeneizacidn/centrifugacidn
para dar_7,5 g de un gel sueiﬁo final. El1 preparado se ana-
liza espectrofotométricamente utilizando N-benzoil~I-arginin
p-nitroanilida (BANA) 2 milimoles en solucidn reguladora de
veronal 0,1 M a pH 8,3 vy a 2200, Una unidad es un sumento de
1s densidad dptica de 0,001 por minuto a 400 nm. Como el gel
produce una apreciable dispersidn de la luz, os nécesario sa

cudir la cubeta (longitud de la trayectoria 1 cm) intermi-

l
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tentvemente.
Actividad del gel: 168 unidades/mg de peso himedo, 2000 uni+

dades/mg de peéo seco (gel'liofilizédo)r |
Recuperacidn de actividad: 24,2 %,

Ta inmovilizacién del conjugado de enzima sobre las
gotitas de disolvente es ilustrada mediante el siguiehte
experimento:

Se homogeneiza 1 g de peso hﬁmgdo de gel en un pe~
guefic molino de tejidos con 2,5 ml de n-decano y 10 ml de
solucibn reguladora de fosfato sbdico 0,1 M a pH 8,0, a
4000 rpm y 0% Gurante 5 minutos. La suspensidén lechosa se
separa en una capa.superior constituida por gotitas de de-
cano compactamente aglomeradas y una capa acuosa inferior,
a lo largo de 3 horas a 0%¢, Ambas capas se analizan ubili-
zando el método espetrofotométrico anbterior. De nuevo la
cubeta se sacude a intervalos regulares cuando se analizsg
la capa superior y se mide la velocidad media de aumento de
la densidad botica.

Actividad de la fase superior: 2280 unidades/ml
Actividad de la fase inferior: 57 unidades/ml.

Como'la actividad aparente de la fase superior es
probablemente mucho henor gue la actividad real a causa del
método, este resultade indica que por 1o menos el 90 % de
la actividad triptica estéd asociada a las gobtitas de disol-
vente,

BJEMPLO 11

Penicilin-acilasa (n-octadecilamino-Gantrez AN 119)(PAGANTIOWD

Se disuelven 0,5 g de Gantrez AN 119 en 2,5 ml de
dimetilformamida y se calienta a 80°C en un bafio de agua.

También se disuelven 0,28 g de octadecilamina en 2,5 ml de

B e laa e TR PSS

vty e 3 e
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dimetilformamida a 80°¢ y se afiade rdpidamente a la solucidn
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de Gantrez mientras estd todavia caliente. Se agita la mez-
cla y se agregan 0,1 ml de piridina,fDespués de enfriar a la
temperatura ambiente durante 1 hora, la solucidén completa se
agrega sobre 175 mg de penicilin-acilasa en 30 mli de-agua a
pH 7,0 y se homogeneiza prevemente a 0°C.

la mezela de color rosa se agita después a 0°C du~
ranter3 horas, manteniendo el pH a 4°C durante 16 horas, se
disuelven 5,8 g de cloruro sddico en la suspensidn y la mez~
cla se centrifuga a 25.000 g ¥ 0°C durante 1 hora. Los grénu-
los resultanteé de color rosa vesan 4,0 g y se suspenden de
nuevo en 20 ml de solucién reguladora de fosfato sddico
0,1 M a pH 7,0, Empleando, penicilina G al 5 % en peso/volu-—
men en 20 ml de solucidn reguladora de fosfato éédico 0,02 1
a pH 7,8 y 2500, esta suspensidn tiene una actividad especi-
fica de 4,0 x 1072 moles/minuto/ml. Esto representa una recu-
peracibn de aproximadamente el 70 % de la actividad en el
conjugado. Se mezclan 4,0 ml de la suspensidn anterior con
20 ml de solucidn reguladora de fosfato gddico 0,02 M y 5 ml
de n~decanol y se homogeneiza a unas 4000 rpm duran te 5 minu-
tos a 0°C. La emulsidén se centrifuga a 100 g y a la tempera-
tura aMblcnte durante 20 minutos y Se separa en uns enulsidn
orgénica superior y una capa acuosa inferior. Se conserva la
capa acuosa y la cape superior se suspende de nuevo en 20 ml
de solucidn reguladora de fosfato sbdico 0,02 M y se centri-
fuga otra vez. lLa capa_infefior original contiene una acti=
vidad total de 1,25 x 1072 moles/minuto'y la capa superior
lavada, 9,5 x 1072 moles/minuto. La relacibén de actividades
especificas (calculada en vclumen) es 21,6 (superior/infe-

rior). Después de determinar la actividad por el método ante-
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kacién ¥y gseparacidn de la capa acuosg como se indica en la
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'Porcentaje de actividad inicial de la fase PAGAN1190ﬁ—n—
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rior, la capa orginica se recicla mediante suave centrifu~

Tabla V.,
TABLA V

decanol ‘en ciclos sucesivos de flotacidn-reutilizacidn

(iclo n? Actividad % giclo n@ Actividad %
1 80 7 46
ECE 86 8 46
Y 93 9 44

4 T3 10 42

/ 5 64 11 45

6 47 \ 12 43

Penicilin-ascilasa (n—-dodecilamino-Gantrez AN 119) (PAGAN119DD)

Se disuelven 0,25 g de n-dodecilamino-Gantrez AN 119
en 1 ml de dimetilformemida y se afiade a una golucidén de unos
100 mg de penicilin-acilasa en 14 ml de solucidn reguladora
de fosfato sbdico 0,1 M a pH 7,0.

Después de homogeneizar brevemente a OOC, la suspen-
gibén se agita durante 16 horas a 4°%¢,. Se afianden 7,8 g de suld
fato emdnico a la solucidén ahora homogénea a 40C, manteniendd
el pH en 7,0 con solucién 1 If de carbonato sbdico. Después
de la solucidn del sulfato ambnico, se forma una suspensidn
t@rbia. Este material se centrifuga a 25.000 g ¥y 0°C durante
1 hora. Loé grénulos se suspenden de nuevo en una solucidn
de 7,8 g de sulfato amdnico en 30 ml de agua a pH 7,0 y se
centrifugan otra vez. Los grénulos finales pesan 1,36 g ¥ se
redisuelven en 10 ml de agua pars dar una solucibn viscosa.

Ta actividad de los grénulos (analizada como antes) es
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1,62 x 1074 moles/minuto/g de peso himedo, representandc una)
jrecuperacién de la actividad del 80 %. La inmovilizacidn del
i conjugado soluble en agua sobre las gotitas de n-decanol es
% 1lustrada mediante el siguiente experimento:
i

"Se disuelve 1 ml de la solucidén anterior en 20 ml dg
i solucidn reguladora de fosfato sddico 0,02 M y se homogeneiza
con 10 ml de n—-decanol a 4000 rpm durante 3 minutos a 0°¢.
Ia emulsidén se separa en capas por centrifugacidn a 300 g
durante 10 minutos. La capa superior tiene una actividad fo-~
ta% de 1, 14 x 10” - moles/minuto y su actividad sobre ciclos
Fuce51vos esté indicada en la Tabla VI.
: En un segundo experimento, se homogeneizan 2 ml de
La solucidn de conjugado,de enzima bajo las mismas condicio-
ines con 2,5 ml de n-decanocl y 10 ml de soluciéﬁ reguladora
de fosfato sddico 0,02 M. Después de centrifugar y lavar
con 20 ml de la misma solucidn reguladora, la capa superior

tiene una actividad de 1,8 x 1072 moles/minuto y la capa

inferior original tiene una actividad de 8,0 x 10-6 moles/mil
nuto. La relacidn de actividéﬁes especificas (superior/infe-
rior, en volumen) es aproximadamente 7,5,

TABLA VI
Porcentaje de actividad inicial de la fase PAGAN119DD-n-~

decanol en ciclos sucesivos de flotacidn-reu-

. tilizacidn _
Giclo n® : Actividad, %
1 96
2 66
3 66
4 53
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I na écvina en 2 ml de solucidn reguladora de fosfato sddico

i EJEMPLO 13

|
Tripsina (n-octadecilamino-Gantrez AN 149 hidrolizado)

( TGAN149DCNC)
3 . Se mezclan 15 g del gel polimérico hinchado con solu= -
Eién reguladora de fosfato sddico 0,1 M a pH 7,0 ¥y se'ajusta
a pH 4,7 con 4cido clorhidrico 2 N. Se aﬁadenrp,s g de meto-
p-toluensulfonato de 1—cicloheiil-3—(2-morfolinoetillgarbodi—

imida (CMC) y el pH se mantiene a 4,7 con HCl 2 Nj después de

E'Minutos a la temperatura ambiente, se afiaden 75 mg de tripsi-

0,1 ¥ a pH-7,0 y el pH de la mezcla se ajusta a 5,9 y se man-
tiene en este valor durante la hora siguiente con hidrdxido
sbdico 2 N. Al cabo de 3 horas a la temperatura,émbiente, el
gel se centrifuga a 25.000 g ¥ 4°C durante 30 minutos. Los
grénulos se suspenden de nuevo en 40 ml de solucibn reguladorp
de fosfato sbdico 0,1 M a pH 7,0 y se centrifugan otra vez.
Los grénulos finales se mezclan con 15 ml de la solucidn re-
guladora anterior y 10 ml de n-decano y se homogeneizan bre-
vemente. Este procedimiento produce une dispersién incomple-
ta y la mezcla se sonifica a 20 KH en cinco sesiones de 5 mi~
nutos con enfriamiento intermitente en hielo. Ia emulsidn fi
nal se centrifuga a 100 g durante 15 minutos. La capa supe—
rior se lava tres veces con 25 ml de la solucibn reguladora
de.fosfato. El volumen final de la capa superior es 11 ml ¥
la capa tiene una actividad (andlisis como en el Ejemplo 3)

de 1050 unidades BANA/ml. Recuperacidén aparente de actividads

5 % aproximadamente.
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~ gris agzulagdo.
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EJEMPLO 14

l
ka) n-0Octadecilamino-Gantrez AN 119 hidrolizado-hidrazida
!( GAN1190DH)

i Se disuelven 5 g de Gantrez AN 119 en 20 ml de dlme—
tllformamlaa y se callenta a 60°C en un bafio de agua. Se afla-
de una solucidn de 2,8 g de n-octadecilamina en 30 ml de di~
metilformamida caliente (80°C) y la mezcla se mantiene a unos
60°C durante 1 hora. Después de enfriar a la temperatura am-
biente, se afiade la solucidn a una mezcla de 10 ml de hidrafo

\
de %ﬁdrazina y 50 ml de dimetilformamida a la temperatura am-

i

biente. Se forma un ligero precipitado pardo, se agita la mez
cﬁa durante 10 minutos y se afladen 500 ml de agua. Se produ~
Je una solucidn verde jabonosa y, después de agitar durante
15 minutos, el pH se ajusta a 7,0 con HCL concentfado'y se

afladen 50 g de cloruro s6dico, Se produce una floculacibn y
la suspensibn se centrifuga a 10.000 g ¥y 4°C durante 30 minu-
tos. Los grénulos se suspenden de nuevo en 400 ml de agua ¥y

se agitan durante 16 horas a 4°C y después se centrifugan co-

mo antes para dar 39 g (peso himedo) de grénulos de color

(b) Penicilin-acilasa (n-octadecilamino-Gantrez AN 119)=hidrsg

~zida copulada, PAGAN1190DH

Se suspenden 5 g de peso himedo de GAN1130DH en 50ml
de HCL 2 N y se agita a 0%¢ durante 15 minutos, Se afiade ung
solucibn de 0,5 g de nitrito sédico en 5 ml de agua y la
mezcla se agita a 0%¢ durante 10 minutos y después se centri-
fuga a 25.000 g y 0°C durante 30 minutos y los granulos se
suspenden de nuevo en solucidn reguladora de fosfato sbdico
0,1 M a pH 8,0 (50 ml1) a 0°¢. Esta suspensidn se agrega a

100 ml de una solucidn de penicilin-acilasa (conteniendo
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/55 mg de proteina) y se ajusta a pH 8,0, La suspensién se
/agita a 400 durante 72 horas y después se centrifuga a
25,000 g ¥ 0°C durante 1 hora, se suspende de nuevo en so-

lucidn reguladora de fosfato sbdico 0,1 M a pH 7,0 y se

~vuelve a centrifugar. Peso de los granulos finales: 3,74 g
Actividad especifica (andlisis como antes): 5,2 X 10~ mo=
les/minuto/g, Recuperacidn de actividad: 32,5 %.

Una suspensién del conjugado anterior en solucidn re-
guladora de fosfato sbdico 0,1 M a pH 7,0 (0,29 g/ml, 2,5 rl)
se\ﬁezcla con solucidn reguladora de fosfato sbédico 0,02 M
a pH 7,8 (20 ml) y se homogeneiza con 7,5 ml de n—Qecanol

I 0°c aurante 2 minutos. Centrifugando a 5000 rpm (100 g,

110 minutos) se obtienen dos capas: la capa inferior tiene

|
una actividad total de 1,8 x 1076

moles/minuto y la éapa Su~
perior, después de lavar con 20 ml de la solucidn reguladora
anterior, tiene una actividad de 1,9 x 1072 moles/minuto.

Ta relacidn de actividades especificas (superior/inferior,
en volumen) es aproximadamente 30. Los resultados de reci-
clar con la fase superior estén indicados en la Tabla VII.

TABLA VII
Porcentaje de actividéd inicial de la fase PAGAN1190DH-n—~

“decanol en ciclos sucesivos de flotacidn-reuitilizacion

Ciclo n? Actividad, %
1 ‘ 90
2 ' 84
3 T4
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}Escisién enzimitica de bencilpenicilina para producir acido

{ 6-aminopenicilanico
E Se dlsuelven 1,0 g de Gantrez AN 119 en 10 ml de di=-
imetllformamloa y se afladen 0,56 g de octadecilamina, La mez-
cla se agita durante la noche a la temperatura ambiente.
Se ajustan a pH 9,0, empleando una solucibn de carbo-
nato sbdico 1 M, 48 ml de un preparado parcialmente purifica
dﬁyde penicilin-acilasa. Después se afiade en dos partes ali-
qu%ﬁas la solucibn de resina Cantrez, con homogeneizacidn y
ajuéte de pH entre las dos adiciones. Luego 1la mezcla se
’gita durante 3 horas, manteniendo el pH a 9,0 mediante la
Fdicién de una solucidn de hidrdxido sbdico 1 M. El enzima-—
resina se recupera después por centrifugacidn, se suspende
de nuevo en 120 ml de solucién reguladora de fosfato 0,1 M
a pH 7,0 y se homogeneiza durante 30 segundos., El enzima-
resina se recupefa por centrifugacidn y se repite el lavado.
Se homogeneizan 20 g del enzima-gel con 80 ml de
n-decano y 20 ml de solucidn reguladora de fosfato 0,02 M
a pH 7,8, durante 1 minuto. EL homogeneizado se agrega sO-
bre 250 ml de aguz destilada. Toda la mezcla se calienta a
37°, se ajusta a pH 7,8 y se afiaden 21,8 g de bencilpenici~—
lina potésica. La mezcla se agita durante 5 horas y el pH
se mantienc a 7,8 mediante la adicidn de una solucibn de hi=
arbxido sbdico al 4 % en peso/volumen, Al final de la reac-
cibn, la mezcla se introduce en un embudo de separacidn y
se deja que el enzima se separe de la fase acuosa, Esto du-
ra 30 minutos. Después se retira la fase acuosa y el foido
6-aminopenicildnico se extrae de la siguiente forma. Se con-

centra el 1iquido hasta un cuarto de su volumen, se enfria
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a 59 y se afiade con agitacidén un volumen igual de metiliso-
butil-cetona. El pH se reduce a 4,3 por adicién de écido
nitrico concentrado, con lo que precipita el 4cido 6-amino-
penicilénico. El sb6lido se recupera por filtracién,'se lava
con sgua y acetona y se seca durante la noche a 402, Se ob-
tienen 7,65 g de &cido 6-aminopenicilénico.

En las figuras adjuntas, la Figura 1 representa la
liberacién de la p-nitroanilina del N-%-benzoil-DL-arginin-
p-nitroanilida por: . 7

A. Tripsina (Img)

B. Complejo Tripsina TFODHG.- 1(0,1g) del Ejemplo 6.
La Figura 2 repreéenta la liberacidn del lauréato p-nitrofen
lo catalizado por:

A. Lipasa (0,1g)

B. Complejo Lipasa LT2000 HDDG-1 (420mg).

del Ejemplo 7.

En la Figura-l, X es oD enm ; T es el tiempo de incubacién
, 400 mm

en minutos. 1

En la Figura 2, X es ODl em ; T es el tiempo de incubacién
' 400 nm ' -
en minutos.

En resumen, la Patente de Invencidén que se solicita

deberi recaer sobre las siguientes:

I
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b) poner en contacto un compuesto de férmula R-X, donde R
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la obtencién’de un prepara;'
do enzimdtico Wtil para efectuar trans%o:maciones quimicas
que, opcilonalmente, comprende un soporte polimérico ¥ que
contiene un enzima unido a grupos no polsres suficientes
para qﬁe, al poner en contacto el preparado en un medio
acuoso con un liquido inerte no miscible con agua y resul-
te con ello separable del medio acuoso, cuyo procedimiento
consiste en:

a) modifiéar, en su caso, el soporte polimérico y/o el en-
zima para incorporar el grupo no polar, y cuando sea nece-

sario, el grupo formador de puentej .

es un grupo no-polar ¥y X es un grupo funcional o un mate-
rial ﬁolimérico que contiene por io menos un grupo funcio-
nal (y que, orcionalmente puede ser modificado segfin la etapa (é) Y,
con un enzima unido a un grupo Y donde Y es un grupo activo
capaz de reaccionar con X, o un material polimérico que contiene
por lo menos un grupc activo capaz de reaccionar con .

2. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, don-
de X es un grupo amino.

. 3, Un procediﬁiento segﬁn_las reivindicaciones 1 o 2,
donde X representa un material polimérico que contiene por
lo menos un grupo funcionalﬁ

4, Un procedimiento éegﬁn cualquiera de las reivindi-
caciones 1 a 3, que se lleva a cabo en solucidn o suspensidn
acuosas.

5. Un procedimiento segin la reivindicacién 4, que

se lleva a cabo a un pH comprendido entre 4 y 9.
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6. Un procedimiento segin la reivindicacidén 3, donde
se hace reaccionar un material polimérico que contiene gru-
pos anhidrido en el esqueleto del polimero con una amina de
férmula R.NH, o R,NH, en un disolvente aprético polar no
acuoso, donde R es un grupo no polar, y posteriormente se
ﬁne el polimero modificado resultante a un enzima.

9. Un procedimiento segin la reivindicacidn 6,'donde
el disolvente aprético no acuoso es N,N-dimetilformamida.

8. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, donde
el enzima estd unido a un soporte polimérico.

9. Un procedimiento segin la reivindicacién 8, donde
el soporte polimériéo es un material polisacarido.

10. Un procedimiento segin la reivindicacion 9, donde

el soporte polimérico es dextrano o Sepharose.

11. Un procedimiento segin la reivindicacién 8, donds
el soporte polimérico es un copolimero de un oligosacérido
y epiclorhidrina.

12. Un procedimiento segin la reivindicacién 11, don-
de el soporte polimérico es un copolimero de sacarosa y epi-
clorhidrina. '

1%. Un procedimiento segin la mvindicacién 8, donde
el soporte poliméricé contiene grupos anhidrido en el esqug
leto del polimero. '

14. Un procedimiento segin la reivindicacidén 13, don-
de el soporte polimérico es un copolimero de éter metilvini-~
lico y anhidrido maleico.

15, Un procedimiento segin cualquiera de las reivin-
dicaciones 2 a 14, donde el enzima es amilasa, asparaginasa,
proteasa neutra o alcalina, quimotripsina, ceiulasa, dextra-

nasa, lipasa, oxinitrilasa, pepsina, penicilin-acilasa o trip
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de el enzima es penicilin-scilasa.

| fatica 02-010 y/0 un dialdehido soluble en agua.
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16. Un procedimiento segin la reivindicacién 15, don

17. Un procedimiento segin cualquiera de las reivin-
dicaciones 2 a 16, donde el grupo no polar es un grupo al-
quilo 06_050’ alquenilo 06—050; cicloalquilo 06—020’ arilo,
arilo sustituido o aralquilo.

18. Un procedimiento segin la reivindicacidén 17, don-
de el grupo no polar es un grupo alquild C6'C3O'

19. Un procedimiento segin la reivindicacién 18, .don-
de el grupo no polar es n-decilo, n-dodecilo o nJoctadec;lo.

20. Un procedimiento segiin cualquiera de las reivin-
dicaciones é a 19, donde un grupce formador de puente liga el
enzima al soporte polimérico y/o &l enzima al grupo no polar
y/o el soporte polimérico al grupé no polar.

21l. Un procedimiento segin la réivindicacién 20, don-

de el grupo.formador de puente deriva de unaoiW/-diamina ali

22. Un procedimiento segin cualquiepa de las reivin-
dicaciocnes 8 a 19, donde el enzimg_esta ligado directamente
al soporte polimérico. .

2%. Se reivindica por Altimo como objeto sobre el gque
ha ae_récaer la Patente de Invencidn que se solicita: UN FRO
CEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE UN PREPARADO ENZIMATICO
UTIL PARA EFECTUAR TRANSFORMACIONES QUIMICAS.
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Todo conforme queda descrito y reivindicado en 1a

presente Memoria descriptiva, que consta de cuarenta y sie-

s = .

! te pdginas mecanografiadas y dibujos que se acompaiian.
|

Madrid, 13 agosto 1.975
BERNARDO UNGRIA

P-D.
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