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La presente invencion tiene por objeto un procedi-
miento de separacidn de las protefnas por intercambioc de ioumes,

Se‘conoce el separar las prote{nas por intercambio
de iones aplicando celulosa o dextrano, sobre 1los que se fijan
sea aminas terciarias o amonio cuaternario o bien sea funcio-
nes acidas, NS obstante, estos trocadores de iones carscen de
propizdades mecénicas, y por consiguiente, no pusden ser uti-
lizados en columna, su volumen sufre modificacionss con la
fuerza ionica y el pH del medio de utilizacion. Ademds, son
biodagradables y no pueden ser esterilizados, Las resinas tro-
cadoras de ionss aplicadas en =1 procedimiento de 12 invencion
no presentan sstos inconvenientss, disponen de buenas propie-
dades mecanicazs, no son sensibles & la fuerza ionica ni al pE
del medio de utilizaciodn, no son biodegradables y se pueden
esterilizar, También vermiten obtensr proteinas muy puras,

#1 procedimiento de separacidén de las proteinas, se-
gun 1la invencion, consiste en poher en contacto una solucion
de proteinas con una resine trocadofa de iones v se caracteri-
za en que el trocador estd constituido por un soporte mineral
Doroso que tiene una granulometria comprsndida entre {/um ¥y
5 mm, una superficiz especifica del orden de 5 a 150 m?/g, un
didmetro de poros de 500 a 2500 &, un volumen poroso de 0,4
2 2 ml/g, revestido de una cantidad inferior ds 15 mg/m® de

una pelicula de polimero reticulado que contiene o gque llevsa

‘sea grupos trocadorzs de anionss repressntados por aminas

terciarias o sales de amonio cuaternaric, o bi?n sea Srupos
trocadores de cationes rzpresentados por funciones écidas, y
posee una capacidad de intercambio infsrior 2 2 meq./g.

Como soporte mineral poroso, se aplicen uncs oxilos

metalicos tales como: Oxio de titanio, aluminus y mas particu~!
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larmente sflices: estos soportes poseen didmetros porosos me-
dios de 500 a 2500 A y de preferencia de 600 a 1500 & una su-
perficie especifica de 5 a 150 ma/g y de preferencia de 20 a
50 m2/g ¥y una granulometria de 4/um 5 mm, seg¥n la aplicacidn
de que se trata. Asi, se utilizan las pariticulas més finas

en las aplicaciones analiticas y las mds gruesas en las apli-
caciones preparatorias.

Los grupos funcionales, aminas terciarias o sales de
amonio cuaternario, .son representados por las férmulas genera-
les ~CE,~N-CH,- o -CHz-N(+)—(R)3X('), en las que R idéntico o

R
diferente representa un grupo algquilo o hidroxialquilo que po-
see de 1 a 4 4tomos de carbono y X un anidén mineral u orgdnico,
tal como.por ejemplo, cloruro, sulfato, nitrato, fosfato, ci-
trato. |

Los grupos funcionales &dcidos, carboxflicos sulfdni-
co o fosfénico, corresponden @ las fdrmulas generales -CCOH. -S(
-PO(OH)Q.

Estos grupos funcionales forman parte de la cadena

c¢el polimero reticulado, o son fijados al polimero reticulado

cue cubre toda la superficie del soporte.
Los polimeros reticulados gue cubren la superficie

del soporte minerasl son productos conocidos en si mismos, obte-

preparan a partir de mondmeros suceptibles de reticular sea
s0los, 0 bién sea con otro mondmeroc, en presencia eventualmen-
te un catalizador. Entre estos mondmeros podemos citar: los
compuestos epoxidos que reticulan con las polisminas como ca-

talizadores; los mondmeros que reticular per policondensa-

c¢idn sin catalizzdor con el formaldehido tales como la urea,
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la melamina, las poliaminas, los fenoles; los mondmeros vini-
licos como por ejeﬁplo la vinilpiridina, el estireno y sus de-
rivados,. los dcidos acrilicos, metacri{lico, vinilbenzoico que
reticulan con monémeros polifuncionales como el diacrilato o
dimetacrilato de mono- o polialquileno-glicol, el divinilben-
ceno, el viniltrialcoxisilano, el viniltrihalogenosilano, la
bis metileno acrilamida, en presencia de un iniciador que li-
bera los radicales libres como los perdxidos orginicos y los
azonitrilos o en presencia de rayos ultra-violeta.

Pare obtener el revestimiento del soporie mineral
por el polimero reticulado, se impregna el soporte de una so-
lucidn del o de los mondmeros y eventualmente del catalizador -
en un disolventé, lo cual permite una buena reparticidn de
los mondmeros sobre toda la superficie del soporie mineral,
se evapora a continuacidén el disolvente y los mondmeros reti-
culados segin los procedimientos conocidos. Como disolvente
ge gplica todo producto disolvente de los mondmeros y del
catalizador, cuyo punto de ebullicidn es de preferencia, lo

mds bajo posibvle para favorecer su evaporacidn ulterior.

Son por ejemplo, el cloruro de metileno, el éter

etilico, el benceno, la acetona, el acetato de etilo.

Un procedimiento particularmente adaptado a la
preparacidn de un trocador catidnico, por revestimiento de
soportes por compuestos epoxidicos ha side descritd en la
solicitud de patente francesa n? 74.29702 depositada el 30
de Agosto de 1874 y titulada "SUPPORTS IMINERAUX MODIFIESY,
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-mero en epiclorhidrina y hacer reaccionar en caliente.

~dehido ocon las poliaminas, la urea, la melamina cousiste en

' ’ ¢ N .
‘tecnica clasica, por ejemplo reaceion con un sulfato o un
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("Soportes minerales modificados"),

En el caso en que el pol{mero reticulado en la su~
perficie del soporte mineral no posea en su cadena grupos
funcionales, segun se define mes arriba, es necesario modifi-
carlo; es el caso particularmente de los polimeros reticula~
dos a base de estireno y derivados, de los polimeros del for-
maldehido con la urea, la melamina, las voliaminas, los feno-
les,

Ssta modificacion, en ol caso de polimercs del esti-
reno ¢ fenol formaldehido consiste en fijar sobre el polimero
bién sea grupos carboxilico, sulfdnico, fosfonico, segun cuale
quier procedimiento conoeiio, bidn grupos cloromatilo, que
se hecen después reaccionar con una amina secundaria o tercia-
ria, reaccidn efectusda segﬁn cualquier teenica conocida,

Para fijar los grupos clorometilo sobre el polimero
conviens, en el caso de los polimeros del estireno, digpsrsar
el soporte mineral revegtido del polimero en éter cloromet{—

lico en caliente, en presencia de un acido de Lewis, Sin em-

por ejemplo, dispersar el soporte mineral revestido del poli-

Esta modificacion en el caso de polimeros del formald

trangformer lzs aminas primariag presentes en la ¢adena en

aminas terciarias o sales de amonio cuaternario segﬁn toda

nalogeno de alquilo,
0] ’ - »
En la operacion ds revestimiento del soporte mineral

la cantidad de mouomero (s) a aplicar'deba ser tal que la

cantidad de polimerc reticulado que posee grupos funcionales,
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repartidos a la superficie del soporte mineral ses inferior a
15 y de preferenoié comprendida entre 1 y 8 mg/ma.

Los soportes minerales revestidos de polimeros reti- 
culedos que poseen grupos funcionales, asi obtenidos, tienen
5, una capacidaq de intercambio inferior a 2 mea./g y de prefe-
rencia comprendids entre 0,3 y 1,2 meq./sg.

Bl procedimiento de la invencion se aplica a todas
las prote{nas solubles en medio acuoso, cualquiera que sea
su punto iso-eléctrico,

10, Entre estas prote{nas, en las que se encusntran 1os
polipéptidos ¥y las enzimas, podemos citar, entre otros: la
albﬁmina, las lgotalbﬁminas, la ovalbﬁmina, la serumalbﬁmina,
la hemoglobina, las ab‘sy [—globulinas, las lactoglobulinas,
el fibrinégeno, la ureasa, la itripsina, la lisozima, la pep-
13, sina, las proteasas y citocromo,

Z1 procedimientq segun la invencion, permite sepa-
rar mouy facilmente las prote{nas de sus soluciones, tales co-
mo lactosuero, cerveza, sangre, extractos de 6rganos y de
cualguier efluente indusirial; aguas residuales de matadero,
20, de industrias alimentarias, de féculas, constituyendo asi
un medio de depuracion de dichos efluentes, y por lo tanto
un medio de lucha contra la polucion,

Ia separacion se obtiens poniendo en contacto, a
{ una temperatura, una fuerza idnica y un pE compatiblas con
25. la o las proteinas la solucion a tratar con la resina troca-
dora de iones elegida en funcion de las condiciones de sepa-
racion, Tiene entonces lugar la fijacidn, sobre la resina
trocadora de iones, bién sea de la proteina gue se busce o

bien see de la o de las oiras proteinas contenides en la so-
30,

lueion, o también de la totalidad de lag proteinas de la so-
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Se puede igualmente obtener la separacidn, en las
mismas condiciones, mediante puesta en contacto de la solucidn
que va & tratarse con sucesivamente una o varias resinas tro-
cadoras de aniones y/o cationes. Hay entonces une fijacidn
selectiva de las proteinas de la solucidn sobre cada resina.

En el caso de que la proteina buscada se fije sobre
una resina, a pariir de una solucidn protéica o no, se separa
a continuacién por elucién con una solucidén que tiene un pH
y/0 una fuerza iénica diferentes de los de la solucidn de fi-
jacidén, pero sin embargo compatibles con la proteina. Se ob-
tiene asi, no solamente la separacidn de la proteina respecto
la solucidn, sino igualmente su purificacidn y su concentra-
cidn. Asi, se puede por ejemplo separar y concentrar la albi-
mina, la pepsina, las proteinas del lactosuero con una>resina
catidnica y la lisozima con una resina anidnica,

En el caso de que la proteina que se pretendaipuede
en la solucidn protéica tratada segin la invencidn y que las
demds proteinas de la mezcla estén fijas, se obtiene la sepa-

racidn de la proteina buscada respecto a las otras proteinas,

'y por tanto su purificacidén. Ia elucidn de las proteinas fi-

jadas conduce a una separacidn selectiva o no de dichas protei-

nas y & su concentracidn. Este es el caso, enire otros de la

. z;-globulina con una resina catidnica.

En el caso de que se fijen varias protefnas pretendi-

das simulténeamente sobre una resina, la elucidn de pH y/o

fuerza idnica diferentes de los de la solucidn de fijacidn
dard una separacién de las proteinas de la soclucidn y su con-
centracién. Ia elucidn por soluciones de pH y/o fuerza idnica

crecientes d4, ademds de la sevaracidn selectiya, la purifica—
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ecéutica y veterinaria.
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¢idn y la concentracidén. Este es el caso, particularmente,

"En el.caso de gue se trate de eliminar las proteinas,
éstas.se fijardn sobre una resina a partir de su solucidn.

Se obtilenen gsi soluciones desproteinadas, es decir, purifica-
dag. Ia elucidén de las proteinas fijadas permite la reutiliza-
¢idén de l1la resina. Este es el ca;o mds particularmente de la
clarificacidn de la cerveza y del tratamiento de las solucio-
nes contentivas de hemoglobina con resinas anidnicas.

La sevaracidn se puede efectuar con resultados idén-
ticos en discontinuo o en continuo.

En las operaciones en continuo, las resinas permiten
ua féeil llehadé de la columna, una gran produccién y una faci-
lidad de elucidn.

ios resultados obtenidos son prdcticamente indepen-
dientes de la concentracién de la solucidn tratada, pero son fuan-
cidén de la naturaleza del grupo trocador de la resina, del pH,
de la fuerza idnica y del volumen de produccidn tanto de las

soluciones a tratar como de la solucidn de elucidn.

El procedimiento segin la invencidn es aplicable en

Damos & continuzcidn, a t{tulo indicativo y no limi-
tativo, ejemplos de realizacidn del invento.
EJEVPLO 1:

Preparacidn de la resina trocadora.

Se toman 100 gr de s{lice de una granulometria de
100 a 200/um, una superficie especifica de 24 mz/gr, un did-
metro poroso medio de 1.400 i ¥ un volumen poroso de 1 ml/gr

vy se secan a 1508¢ bajo presidn reducida, durante 5 horas,
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La sf{lice seca obtenida se introduce en una solu-
cion de 250 ml de cloruro de metileno, 60 ml de estireno des-
tilado, 20 ml de viniltrietoxisilane y 0,5 gr de azobig-iso-
butironitrilo,

Se evapora el clorurc de metileno & la temperatura
ambisnte, y después la s{lice impregnada se calienta a 1209C
durante 6 horas, bajo 3 bares, para obtemer la reticulacion.

Se pone entonces la s{lice en suspension en 300 ml
de xileno y se ealienta hasta ebullicion durante 2 horas, Des-
pués de filtrar, se lava la g{lice con acetona, y despuds se
seca.

El analisis da una proporcién de carbono de 4 % en
peso con relacidn a la silice revestida,

Ss ponen 50 gr de la s{lice obtenida en suspensién

en 180 gr de eter clorometflico,'contentivo de & gr de c¢loruro
rante 4 horas, en un medioc anhidro,
Tras enfriemiento, se orsa la silice, se lava con
200 nl de una m22zcla dioxano-agua 50-50 que contiene 10 nl
de decido clorhidrico, y despuds con agua hasta la neutralidad,
La proporcién de carbono es entonces de 4,1 % y la
Se poue en suspension el producto obitenido, em 150 ml

Tras orear y lavar, se obtiene una resina trocadors

de iones que lleva grupos funcionales,
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CH,

: (-)
~CH, -1:1 (+) - CH3 cl

CHy

que posee las caracteristicas siguientes:

- grado de carbono: 4,8 %

- grado de cloro: 2 %

~ grado de nitrégeno: 0,9 %

- cantidad de polimero fijado: 3,3 mg/ﬁz

- capacidad de intercambio: 0,5 meq./gr.

Tratamiento de una solucidn de albimina.

Se co}ocan 10 .gr de la resina trocadora obtenida, en
una columna de 1 em de didmetro y se mantienen comprimidoes, equi-
1libréndose después la resine a un pH 6,5 con un tampdn de fos- !
fato 0,01 M.

Se percola una solucidn de altimina de 1 % en peso en
el mismo tampdn, a razdén de 180 ml/h, hasita una saturacidén d;
la columna, lo que corresponde 2 aproximadamante 200 ml de so-~

lucidn. Se lava a continmuacidn la resina con 100 ml del mismo

Se eluye entonces la altimina fijada por percolacidén
de una solucidn de NaCl M en el mismo tampdn, cuya produccidn
es de 180 ml/h. 45 ml de solucidén permiten recuperar la albi-
mina en solucidn a 3,3 % en peso.:

Se deriva de ello que el trocador tiene una capaci-~

la. solucidn de albimina,
Se repite 30 veces, la misma operacidn, sin que se

observe ningin aumento de volumen ni envejecimiento del tro-

cador.
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Eiemplo 5

oidn de 6,5 gr de N,N-bis (epoxi-2,3 propil) etilamina y 3 gr

Ejemplo 2

Se repite sl cjemplo 1 con una solucidn de albumina
a 0,2 % en peso en lugar de 1 %,

Se obtienen los mismos resultados, es decir; que se
obtiene l2 misma coneentracién en albumina, cualguisra que sea
la concentracion de la solucidn tratada.,

Bjemplo 3

Se repite el ejemplo 1, pero gs efectia la elucion

de la proteina con un tampon citrato 0,05 ¥, pH 6,5. Se obtie-

nen 59 ml de solucién de albumina a 2,5 % en peso.

Egte ensayo muestra la influenciza de la naturaleza
del tampdn de elucidn sobre la concentracion de la solucion
obtenida,

Ejemolo 4

Se efectua el tratamiento de una solucidn de albumi-
na de la misma manera que en el ejemplo 1, pero utilizando 41 g
de la resina trocadora en una columna de 1 cm de dismetro y
wna produceidn de slucién de 80 ml/h en luger de 180 ml/h,

La concentracion de la solucidn de albumina obteni-

da es del 7 % en peso, Lo que muestra que aumentando la altura
aumenta la concentracion de la solucidn obtenida,

Preparacion de la resina,

Zn 150 ml de cloruro de metileno cdntentivo en golu-

de trietilenotetramina, se introducen 50 gr de una silice de
una granulometria de 40-100,um, une superficis especifica de

37 m?/gr, un digmetro de poros de 1100 X ¥y un volumen poroso

b2 |

de 1,05 ml/gr.
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Se evapora entonces el cloruro de metileno a tempera~
tura ambiente; se'calienta la sflice impregnada a 602C durante
60 horas parz cbtener la reticulacidn, se lava con agua hir-
viente, y después con acetona.

Ia resina trocadora obtenida estd formads de silice

. revestida con un polimero reticulado que contiene grupos fun-

cionales:

"CHZ"I'\T"'CHé"

02H5
¥y posee las caracteristicas siguientes:
-~ grado de carbono 8,8 %
~ grado de nitrdgeno 2,4 %
- cantidad de ﬁolimero fijado 3,3 mg/m2
- capacidad de iniercambio 1 meq./er.

Sevaracidn de Y-globulina

Se sitda 10 gr de la resina trocadora obitenida, en
una columna de 1 cm de didmetro y se mamtienen comprimidos.
Se equilibra la resina en 4dcido clorhidrico 0,1 N, y después
en tampén fosfato 0,02 M, pH 6,5.

Se percolan 20 ml de una solucidn de suero humano de-

lipidado y liofilizado a 1 % en peso en el mismo tampdn fos-

"fato, a razdén de 100 ml/h. Se lava a continuacién‘la resina

con 50 ml del mismo tampdn fosfato.

La solucidn que sale de la columna contiene en esta-
do electroforéticamente puro la Xlglobulina presente en la
solueidn inicial.

Tas otras proteinas: ol-globulinas, fH-globulinas y
albimine, igualmente presentes en la solucidﬁ inieial, quedan
fijas sobre la resina. Se recuperan por elucidn con una solu~

c¢idén de NaCl 3 M en el mismo +tampdn de fosfato.
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Si se efectia la elucidn mediante tampones de fuerza
idnica creciente, aumentando la concentracidén en NaCl, se ob=-
tienen soluciones enriquecidas en c(—globulinas,iB-globulinas

¥y albdmina.
Ejemplo 6

Preparacidn de la resina.

Se opera como en el ejemplo 5, pero con una silice
que tiene una gramilometria de 100 a 200/um ¥y con 6,5 gr de
N,N-bis(epoxi=-2,3 propil) butilamina en lugar de 6,5 gr de
N,N-bis (epoxi-2,3 propil) etilamina.

Ia resina trocadora obtenida estd constituida por
s{lice revestida con un polimero reticulado que contiene gru-

pos funcionales:

~CHy=1~CHy
C,Hg
¥ posee las caracteristicas siguientes:
- grado de carbono ' 9,2 %
- grado de nitrdgeno 2,5 %
- cantidad de polimero fijado 3,2 mg/mz
- capacidad de interc;mbio 1,1 meq./gr.

Extraccidn de proteinas.

Se colocan 10 gr de la resina trocadora obtenida,
en una columna de 1 om de didmedro y se manbtienen comprimidos.
Se equilibra la resina sucesivamente en dcido clorhidrico a
0,1 N, y después en tampén de fosfato 0,01 M, pH 7,5.

Se percolan, a razén de 80 ml/h, 30 ml de una solu-
cién 2 1 % en peso en el mismo tampén fosfato de polvo de lac-
tosuero ultrafilﬁfado, contentivo de ?5 # en peso de proteinas.
Se lafa a continuacidén la resine con 100 ml del mismo tampdn

fogfato.
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Las soluciones que salen de la columna contienen

las materias grasas y la lactosa presentes en la solucién

las proteinas, lactalbiminas, lactoglobulinas, suero-
albimina y una pequefia parte de las inmuncglobulinas, presente-
tes en la solucidn inicial quedan fijas sobre 1a.resina. Por
elucidn con un tampdén Mac Ilvaine 0,05 M, pH 4, se recuperan
las proteinas separadas y purificadas.

Ejemnlo 7

iraceidn de vroteinas.

Se colocgn 20 gr de una resina trocadora semejante
2 la del ejemplo 1, pero cuya granmulometria es de 200-500/um,
en una columna de 2,5 cm de didmetro y se mantienen compri-
midos.

Se equilibra sucesivamente la resina en dcido clor-
hidrico 0,1 N, y después en tampén tris HCL 0,01 M, PH 7.

Se percolan, a razdén de 300 ml/h, 600 ml de una so-~

lueidn formada por 300 ml del mismo tampdn tris-HCl y 300 ml

de lactosuero delipidado a 0,5 % en peso de protefnas solu-
bles. e lava a continuacidén la resina con 100 ml del mismo !
tampdn.

Las soluclones que salen de la columna contienen la
lactosa presente en la solucidn inicial.

Tas proteinas: lactalbiminas, 1acﬁog10bulinas, sueroi
albiminas, y una pequeila parte de las inmunoglobulinas, pre-
sentes en la sclucidn inicial, quedan fijadas sobre la resi-
na. Son eluidas por paso por la columna de un tampdn qitratOM
sosa 0,1 M, pH 7. La solucidn obtenida contiene la totalidad

de las proteinas fijadas, en una concentracidn de 4 % en peso.

La operacidén ha permitido obtener una mezcla de
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proteinas puras, exentas de lactosa, en solucién mucho méds
concentrada que la inicial.

Después de 30 operaciones sucesivas, no se observa
ningin envejecimiento de la resina.

Ejemplo 8

Tratamiento de una solucidn de pevsina

Se colocan 3 gr de una resina trocadora semejante a
la del ejemplo 1, en una columna de 1 cm de didmetro.

Se lava la resina con 100 ml de agua destilada, se
cuelan después 150 ml de una solucidn de pepsina ea bruto,

20 unidades de pepsina por ml a razdén de 100 ml/h. A continua-
cidn se lava la resina con 20 ml de agua destilada.

La solucidn que sale de la columna y el agua de lava-
do no pfesenxan ninguna actividad; toda la pepsina queda fija
sobre la resina. Las impurezas han guedzdo en la solucidn, co-
mo lo muesiran las medidas de extracto seco.

Ia pepsine fijada se eluye entonces por percolacidn de
una solucidn de NaCl M a razdn de 100 ml/h.

16 ml de solucidn permiten recuperar lz pepsina en
solucidn a 170 unidades de pepsina/ml.

Se comprueba la concentracidén importante de la solu~
¢idn obtenida.

La resina se vuelve a utilizar después de lavado con
50 ml de agua destilada.

Después de 10 operaciones sucesivas, no se observa
ningdn envejecimiento de la resina,

Ejemplo 9

Preparacidn de 1a resina trocadora.

Se toman 100 gr de silice de una grenulometria de

100 a 200 um, una superficie especifica de 25 mz/gr, un didme-
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tro poroso medio de 1400 i ¥ un velumen porosd de 1,1 ml/gr,

¥y se impregnan con.una solucidn de 200 ml de cloruro de meti-
leno, 24 gr de decido acrilico, 6 gr de dimetacrilato de dieti~
leno glicol y 0,4 gr de perdxido de benzoilo.

Se-evapora el cloruro de metileno a temperatura am-
biente y presidn atmosférica hasta un peso constante; después,
se calienta la silice impregnada a 809C, durante 6 horas, pa-
ra. obtener la polimerizacidn.

Se pone entonces la silice en suspensidn en 300 ml
e agua y se calienta hasta la ebullicidn durante 6 horas.
Después de filtrar, se lava la sflice con acetona, y se seca
después al vacio a'BGQC.

Se ob%iene una resina trocadora de iones gue posee

grupos funcionales ~ COOH, que poseé las sigunientes carscteris-

ticas:

- gredo de carbono 10,55 %

- cantidad de polimero fijado 7,2 mg/h2

- capacidad de intercembio 1,05 meq./gr

Tratamiento de una solucidn de lisozima.

Se sitdan 10 gr de la resina trocadora obienida, en
una columna de 1 cm de didmetro y se mantienen comprimidos,
. +
poniéndose despuéds la resina bajo forma NH4 por percolacidn

de 2 litros de una solucidn acuosa de acetato amdnico 0,5 N

~ tamponzda a un pH de 8,2.

Se equilibra a2 continuacidn la resina a pH 6,5 con
100 ml de tampdén tris-dcido maléico 0,02 1.

Se percola una solucidn de lisozima a 1 % en peso
en el mismo tampdn, a razdén de 180 ml/h, hasta saturacidén de
la columna, lo que corresponde 2 aproximadamente 200 ml de

soluciGn. Se lava a continuacidn la resina con 100 ml de tam-
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pon tris-deido maldico 0,02 M, pH 8,2,

Ia lisozima fijada se sluye entonces por percolacidn
de una solucion de NaCl M en el mismo tampon, cuya produccion
es de 180 ml/h, 50 ml de solucion permiten recuperar la liso-
zima en solucion a 2,5 % en paso,

Se deriva de ello que el trocador tiene unia capaci-
dad en lisozima de 125 mg/gr y que ha permitido concentrar

1a solucion de lisozima,

Bjemplo 10

Preparacion de la resina trocadora,

Se toman 100 ‘gr de silice de una granulomstria de
100 & 200/um, una supsrficie especifica de 37 n°/gr, un didme-
tro poroso madio de 1200 i y un volumen poroso de 0,95 ml/gr y
se impregnan con una solucion de 150 ml de cloruro de metile-
no, 60 ml de estireno destilado, Zo‘ml de viniltrietoxisilano

¥ 0,5 gr de azobisisobutironitrilo,

Se evépora el cloruro de metileno a la temperatura
ambisnte y a la presion atmosferica hasta un peso constante,
y despuss la silice impregnada se calienta a 1202C, durante
6 horas, para obtensrse la retioulacion,

Se pons entonces la silice en suspension en 300 ml
de xilesno y se calienta hasta ebullicicn durante 6 horas, Das-
pues de orear, se lava la silice con acetona, y se seca deg-
pues a 8020,

Se ponen 50 gr de 1a silice modificada obtenida en

suspension en 500 ml de cloroformo y 50 gr de HS03C1 en solu-

prende acido elorhidrico, Después de la introduccicn, se ca-
lisnta la mezela agitada a 500C, durante 4 horas,

Tras orsar, y despues de lavar con agua hasta la
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neutralidad, y despuss con acetona y secado al vacie a 8029C,
se obtisne una resina trocadora de iomss con grupos funciona-

les -30.H, que presenta las caracteristicas siguientes:

- gradosde carbono 4 %

- grado de azufre 1,4 %

- centidad de polimero fijado 2,8 mg/m?

- capacidad de intercambio 0,43 meq./gr

Extraccion de hemoglobina
Se colocan 10 gr de la resina trocadora obtenida, er

una columna de 1 cm de dismetro, y se esquilibra despues la re-

sina 2 un pH dé 6,5 con un tampon de fosfato 0,02 M,

Se percolan 500 ml de una soluciodn de hemoglobins
a 0,2 % en peso sn el mismo tampon, & razdn de 100 ml/h, Ia
hemoglobina es absorbida en el trocador. La solucion efluente
incolora no contiene ya hemoglobina y, asf, queda purificada,

La hemoglobina absorbida es eluida por percolacion

de una solucion de carbonato amonico 0,5 M, y se lava despuss

la columnsa sucesivamente con 300 ml de sosa 0,1 N y con 50 ml

de HC1l 1N, antes de la reutilizacion,

Ejemplo 11

Tratamiento de lactosuero

Se colocan 20 gr de una resina trocadora semejante
a la del ejemplo 1, en una columna de 2,5 cm de digmetro (co-
lumna n¢ 1),

Se colocan 10 gr de una resina trocadora semejante
a la del ejemplo 9, en una columna de 2,5 cm de dismetro (co-
lumna n? 2),

Se ponen en serie las dos columnas y se lavan las
resinas con 500 ml de agua,

Se filtran 500 ml de lsctosuero ajustado 2 un pE de

T




10.

15,

20.

25.

30.

-19 -

7,5 por adicion de sosa 0,1 N, para eliminer los insolubles, y
se filtran después en la columna n? 1 y em la columna n? 2 a
razon de 300 ml/h.

La prueba de precipitacién de las proteinas por el
gcldo tricloroscetico muestra que el lactosuero que sale de
la columne n? 2 no contiene ya proteina,

Se lavan las resinas de las dos columnz2s mediante

paso de 100 ml de agua,

1

Las protefnas: lactalb&hinas, lactoglobulinas, suero
albumina y una parte muy pequefia de las inmunoglobulinas, pre-
sentes en la solucion inicial, se fijan sobre la resina de
la columna n? 1, Son eluidas, tal como se ha descrito en el
ejemplo 7,

Las proteinas fijadas sobre la resinaz de la columna
ne 2 son essencialmente las inmunoglobulinas no fijadas sobre
le resina de la colwmna n? 1, Se eluyen por percolacion de una
solucidn de carbonato amonico M, La solucion obtenide contie~

ne lag inmonoglobulinas representan aprokimadamente un 16 % en

"pego de la totalidad de las proteinas de la solucion inicial.f
«

Se lavan a continuacion las columnas medisnte paso
de 500 ml de agua antes de la reutilizacidn,

Después de 10 operaciones sucesivaes, no se comprusbs
ningun envejecimiento de las rssinas,

Ejemvlo 12

Extraccion de las proteinss de lz cerveza.

Se colocan 60 gr de uns regina trocadora semsjante
2 la del ejemplo 9, en una columna de 2,5 cm de didmetro, y
se laven después con 250 ml de agua,

Se percolan 3 litros de cervesza no clarificada, a

razon de 100 ml/h. La cerveza que gale de la columna nc pracis
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pita ya por adicidén de deido picfico ¥ prescnta las caracteris—
ticas de una cerveza clarificada.

Los productos fijados sobre la resina son ‘esencialmen
te protefnas. Se eluyen por percolacién de 400 ml de 4eido cloy
hidrico N/10,

Se iava la resina por paso de 250 ml de agua antes de
la reutilizacidn,

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
as? como la manera de realizarlo en la prdctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus-
ceptibles de modificacicnes de detalle en cuanto no alteren su

principio fundamental. -
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REIVINDICACIONES

1.~ Procedimiento de separacidn de proteinas, carac-
terizado porque comprende las operactiones siguientes:

a) Puesta en contacto a una temperatura, bajo una
fuerza lonizante y un pH compatibles con la o las proteinas,
de una solucidn de ﬁroteinas con una regina intercambiadora de
iones, constituida por un soporte wineral poroso que tienc una
graﬁulometria comprendida entre 4 um y 5 mm, una superficie es
pecifica del orden de 5 a 150 m2/gr, un didmetro de poro com-
prendido entre 500 y 2.500 -4, un volumen poroso de 0,4 a 2 ml/g
revestido con una cantidad inferior a 15 mg/m2 de una pelfcula
de polimero reticulado que contiene 0 es portador, bien de 31w
pos intercambiadores de aniones, representados por aminas ter-
| ciarias o sales de amonio cuaternario, bién agrupamientos in-
tercambiadores de cationes representados por funciones deidas,
¥ que posed una capacidad de intercambio inferior a 2 meg/é;

b) fijacién sobre la resina intercambiadora de iones
de una o varias proteinas; .

¢) elucién de la o de las protefnas fijadas con una
golucidn que tenga un pH y/o una fuerza idnica diferentes a lasg
de la solucidén a tratar.

2.= Procedimiento segdn la reivindicacién 1, caractg
rizado porque el soporte mineral es un déxido metdlico; dxido
de titanio, al¥minme, silices.

3.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, caracte-
rizado porque los grupos trocadores de anionés estdn represen=

tados por las férmulas ~CHy-N-CH,- ] -CHQAN(i)(R§ X(-)

R

con R idéntica o diferente representativa de un grupo alguile
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0 .hidroxialquilo de 1 a 4 étomos'de carbono y representando X
un anidn mineral u Ergénico.

4.~ Procedimiento segUn la reivindicaeidén 1, carscte-
rizado porque los grupos trocadores de cationes son funciones
deidas carboxflica; sulfdnica o fosfénica.

5.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caractes
rizado porgue el polimero reticulado es resuliante de la poli-|
merizacidén de compuestos epoxidicos en presencia de polismidas;
de mezelas de forma;dehido con urea, melamine, poliaminas, fe-—
noles; de mezelas de mondmeros vinklcos; vinilpiridina, estire
no y derivados, Zecidos acrilico, metacrilico,»vinilbenzoico.coﬁ
mondmeros polifuncionales: diacrilato o dimetacrilato de muao-
o) polialquileno;glicol, divinilbenceno, vinil'!:rialcoxi silano,
viniltrihalogenosilano, bis metileno acrilamida.

6.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, cexas-
terizado porque las protefnas, comprendidas las rolipéptidas y
las enzimas estdn representedas por la albdmina, las lactalid-
minas, la ovalbumina, la suero-albdmina, la hemoglobina, las
c{,:%,z{-globulinas, las lactoglobulinas, el fibrindgeno, la
ureasa, la tripsina, la lisozima, la pepsina, las proteasas,
el citocromo,

7o~ Procediniento segin la reivindicacidn 1, carac-
terizado porque las soluciones de protefnas a tratar cstdn re-
presentadas por lactosuero, la cerveza, la sangre, los extrac-
tos de Srganos y toda clase de efluentes industrialss.

8.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carce-
terizado porque ura o varias de las protefnas que se pretende
encentrar quedan fijadas gobre la resina tiocadora, v despdes

se eluyen.

9.- Procedimiento segdn la reivindidacidn 1, carac-
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terizado porque la proteina buscéda queda en la solucidn y las
otras protefnas de la solucidén guedan fijadaes sobre la resina
trocadors.

10,~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque todas las proteinas se fijan y lg solueida se
purifica.

11,- Procedimiento zegdn la reivindicacién 1, carac-
terizado porque la solucidén de protefna se pone en contacto con
sucesivamente una 0 varias resinas intercambiadoras de aniones
y/o de caticnes.

12.~ Procedimiento de separacién de-proteinas, tal
y como queda susbtancialmente descrito en la presente Memoraa,

Esta Memoria consta de 23 hojas escritas a mdquinag

por una sola cara.

< FEg
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