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Fundamentos de la_invencidn

La presente invencién se refiere a un proce-
dimiento para encapsular sustancias quimicamente activas,
¥y particularmente para encapsular sustancias bioldgicas 14
biles tales como enzimas y hemoglobina, en una membrana seg
mipermeable que retendrid al material encapsulado, pero que
permitiri libremente que las moléculas menores atraviesen
la membrana para reaccionar con el material encapsulado,

Y que salgan los productos de reaccidn. También se refiere
a un método para controlar el tamafio de los poros de las
membranas semipermeables de las capsulas.

La tecnologia de la microencapsulacidn ha
crecido répidamente en los afios recientes, y ha hallado ng
chas aplicaciones. Se han hecho intentos, con grados de
éxito variables, para encapsular sustancias bioldgicemente
activas tales como hemoglobina, anhidrasa carb6nica, urea-
sa, asparginasa, lactato-deshidrogenasa (LDH), glutamato~
oxaloacetato~transaminasa (GOT), materiales quimicamente
activos tales como resinas intercambiadoras de iones y car-
bén orghnico activado, y diversas otras enzimas y sustan-
cias guimicamente activas., Las microcépsulas de esta natu-
raleza ya han mostrado tener gran utilidad, por ejemplo en
rifiones artificiales y sistemas de enzimas fijas, y son muy
prometedoras en un cierto mimero de otras 8reas. Como ejem
plo, la patente de los EE.UU. n2 3.522,345, de Thomas M,S,
Chang, expone microcépsulas no trombdgenas que se pueden
utilizar, cuando se fabrican alrededor de enzimas o desin-
toxicantes y se disponen en paralelo extracorporalmente,
para introducir oxigeno, medicamentos, sustancias enzimé-

ticas y similares en la corriente sanguinea, a velocidades
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controladas,

En "Células artificiales" (Artificial Cells),
por Thomas M, S. Chang (Cherles C. Thomas, editor; Spring-
field, Ill., 1972) se expone un procedimiento para encap-
sular materiales bioldgicamente activos en una membrana se
mipermeable, La técnica implica disolver el material a en-
capsular y un mondmero en agua, y formar una emulsién con
el agua como fase discontinua. Cuando se disuelve en la fa
se continua de la emulsidén un segundo mondmero capaz de po
limerizacién con el primero, tiene lugar una polimerizacidn
en la interfase de las dos fases, y se forma una membrana
alrededor de las gotitas de solucidén, tipicamente de tama-
fio coloidal.

Este procedimiento tiene inconvenientes

y limitaciones que merman su aplicabilidad y éxito comer-
cial, potencialmente amplios. Dado que muchas sustancias
bioldgicamente activas, p.ej, enzimas, son extremadamente
l4biles, las condiciones de reaccidn, relativamente duras,
necesarias para la polimerizacidn dan a menudo como resul-
tado un rendimiento muy bajo de material encapsulado uti-
lizable. La encapsulacidn de enzimas incluso relativamente
resistentes, tales como ureasa, esté caracterizada por
unos rendimientos entre %5 y 40 por ciento en el mejor de
los casos. En una o mids etapas del procedimiento se desna-
turaliza mucho del matexrial encai)sulado.

La patente de los EE.UU ne 3,522,346 (T.M.S.
Chang) se refiere a microclpsulas de permeabilidad contro-
lada. El procedimiento expuesto en ella implica encapsular
composiciones acuosas en membranas de tamefio, espesor y

permeabilidsed controlados. Las gotitas de una composicibn
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acuosa se dispersan en un medio liquido orghnico inmisci-
ble con ellas, y a la dispersidn asi producida se afiade un
componente soluble en el medio liquido orgnice, y capaz
de reaccionar con un componente de la composicidn hidréfi-
la, para formar una membrana macromolecular por coacervaw
cidn, polimerizacidn o condensacidén interfacial en la super
ficie de las gotitas, Tipicamente se afiade al liguido orgd
nico un polimero, producto de condensacidén, o un componen-
te del mismo, y la membrana se forma alrededor de las goti
tas por interaccidn del polimero, producto de condensacidn
o componente con un componente de las gotitas dispersadas,
que puede sSer un precipitador, un catalizador de condensa-
cibén o polimerizaciém, o un compuesto del eventual produc-
to de condensacibén, El tamafio de poro efectivo de la mem-
brana de encapsulacidén es funcidn no solo de la composi~-
cién de la membrana, sino también del espesor de la membra
na, v se elige segln el uso a que se destinen las chpsu~
las, Por eleccidn adecuada de las condiciones de trabajo se
puede variar el tamafio de poro, pero las condiciones de
reaccidn necesarias para asegurar unas membranas suficien=
temente fuertes pero ain selectivamente permeables son en
cualquier caso dificiles de controlar, y en algunos casos
desconocidas, Ademés, el método produce cépsulas que tie-

nen generalmente membranas con uniformidad y porosidad

fin a que se destinan,

Por tanto, un objeto de la presente invencidn
es proporcionar un procedimiento por el que una gran va-
riedad de enzimas, otro material bioldgico 1labil, y muchas

sustancias quimicas activas, se pueden encepsular en su es
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tado activo, y proporcionar mayor rendimiento de sustancia
actuante cuando esté encapsulada asi.

Otro objeto de la invencidn es proporcionar
un método para formar membranas semipermeables muy fuertes
alrededor de cualquiera de un gran nimero de materiales
biolbégicos libiles.

Aln otro objeto de la invencidn es proporcio
nar un método para manufacturar microclpsulas que contie=
nen enzimas, donde la membrana de la microcipsula tiene un
grado de semipermeabilidad més uniforme, es decir, propor-
cionar cépsulas con paredes uniforumes sin defectos porosos,
Y con un intervalo de tamafio de pore tal que el material en
capsulado no puede escapar del interior de la cépsula, pe~
ro puede reaccionar flcilmente con sustancias del ambiente
en que se colocan las cédpsulas,

Otro objeto de la invencidén es proporcionar
un procedimiento para encapsular una gran variedad de sus-
tancias quimicamente activas, en una membrana semipermeable
de gran calidad, utilizando una variedad de diferentes sis-
temas polimeros y diferentes técnicas de polimerizacidn in
terfacial, Afdn otro objeto de la invencidén es proporcionar
un procedimiento general que tieme algunos parametros va-
riables, para los gue se pueden elegir valores para que
sean adecuados a una sustancia concreta a encapsular, para
variar la naturaleza de la membrana de la cipsula y para
hacer miximo el rendimiento del material encapsulado ac-
tuante.

Alin otro objeto de la invencidn es proporcio
nar un método para encapsular una concentracion alta de he~

moglobina en una cépsula permeable al oxigeno, didxido de




10

15

20

25

30

Ilojn nm. 6 25106

carbono y otras moléculas pequefias,.

Adn otro objeto de la invencidn es propor-
cionar un método para controlar el tamafio de poro de la
membrana de la cépsula en una magnitud perfeccionada, tew~
niendo el método amplia aplicabilidad a gran variedad de

téenicas de encapsulacidn.

AGn otro objeto de la invencidn es propor-

cionar fuertes microcipsulas semipermeables, con membranas

'que tienen tamafios de poro comprendidos dentro de cualquie

ra de un cierto nimero de intervalos de tamafio, siemdo por
tanto selectivamente permeables a moléculas que tengen di-
mensiones menores que el limite superior del intervalo ele

gido.

y Resumen de la invencidn

En general, la invencidn se caracteriza
por un procedimiento de polimerizacidédn en dos etapas usando
al menos dos mondmeros que polimerizardn, uno de los cuales
es soluble en un disolvente hidr&fobo, y el otro de los
cuales es soluble en un disolvente hidrdéfilo o agua. Prime
ro se prepara una solucidm hidrdfila, preferiblemente con
agua, disolviendo el material a encapsular en el agua, jun
to con un primer mondémero. Dado que muchas soluciones de
mondmero tienen un pH que desnaturalizaria muchas sustan-
cias bioldgicas lébiles, la solucidén de mondémero se ha de
tamponizar a menudo a un intervalo de pH enire 5 y 9, an-
tes de afladir material bioldgico 18bil.

Luego se prepara un liquido orgénico li-

dréfobo gque tiene las siguientes propiedades. Primero, la

solubilidad del segundo mondmero que se ha de usar en la

polimerizacidn debe ser muy alta en este liquido orgénico
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hidréfobo. Segundo, el liguido hidréfobo debe temer una li-
gera afinidad hacia el primer mondmero. Tercero, el disol-~
vente hidrdfobo ha de ser tal que el disolvente hidrdfilo,
cuando se le sfiade, forme una emulsidn buena.

Luego se afiaden juntos los dos disolventes
Y se emulsifican, siendo tipicamente el disolvente hidrb&fi
lo la fase discontinua, La emulsificacidén se puede efec-
tuar por cualquiera de varias técnicas bien conocidas,
usualmente con ayude de un agente emulgente. El tamaifio de
las gotitas producidas dicta el tamafio de las microcdpsu~
las formadas.

Cuando se ha conseguido el intervalo desea

do de tamaiio de las gotitas se afiade el segundo mondmero a
la emulsidén, y la polimerizacidn, condensacidén o poliadi-
cidén tiene lugar en la interfase del sistema de dos fases.
Debido a que el primer mondmero, disuelto primordialmente
en la fase discontinua, es ligeramente soluble en la fase
orginica hidréfoba continua, hay algo de difusiém a la fa-
se continua., La membrana de la microcépsula se forma a tra-
vés de esta zona de interfase, a medida que transcurre la
polimerizacidén., La membrana en formacidn limita la conti-
nuacidn de la difusidén del primer mondmero a la fase conti-
nua, dependiendo mucho las caracteristicas de la membrana
de la secuencia detallada de encueniros al azar entre los
mondmeros.

Generalmente, las membranas producidas hag=-
ta este punto son macroporosas, dandose las membranas semi-
permeables de éxito solo bajo condiciones excepciomales que

son dificiles de controlar. Se cree que el problema resul-

ta de la presencia de defectos en las membranas, que tie-
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nen como resultado unos agujeros macroporosos a través de
Lés membranas tras detener la reaccidn y lavar las cépsu-
las. En la técnica anterior esto solo se supera continuan-
do la polimerizacidn, condensacidn o poliadicidén durante
un tiempo bastante largo para cerrar esos defectos gran-
des, lo que simulténeamente cierra los poros menores. Asi,
se cree que las cépsulas aceptables solo resultan en un
estrecho intervalo de formacidén de polimero, en el que se
cierran los defectos y los poros menores estin aiin abier-
tosg.

Sin embargo, se ha descubierto que si tales
microcdpsulas crudas se separan de la fase continua, se
vuelven & suspender en una cierta cantidad de un liquido
hidréfugo &iferente en el que la solubilidad del primer mo
ndémero esté muy reducida, y luego se vuelven a exponer al
ségundo mondmero, la misma reaccidn de polimerizacidén tie-~
ne lugar a una velocidad mucho mé&s lenta en una zona de in
terfase mucho més estrecha, que se da solo dentro de los
intersticios de la membrana de la cépsula cruda. Esto da
como resultado el '"parcheado® de los defectos mecroporosos
en la pared de la capsula, disminuyendo el tamafio de poro
y reforzando las membranas.

Se cree que esta segunda reaccidn de poli-
merizacidn puentea selectivamente mlds a través de los po-
ros més grandes, mientras que el primer mondmero se difunde
mds proximo a la fase continua, y que este "parcheado" trang
curre sustancialmente sin aumento significativo del espesor
de pared de la cipsula. En contraste, el uso continuado del
primer disolvente aumenta el espesor de pared, disminuyendo

la permeabilidad de la mayoria de la membrana, en aras de
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cerrar los defectos.

Segln otro aspecto de la invenciéﬁ, se ha
hallado que esta técnica de polimerizacidn secundaria se
puede usar con gran namero de procedimientos de encapsula-
cidn conocidos, para formar cdpsulas semipermeables y con=
trolar los tamafios de poro de las mismas.

Seghn otro aspecto del presente procedimien~
to de polimerizacidn en dos etapas, se puede elegir el se-
gundo mondmero para uso en la fase continua, lo que, en mé
todos usuales, desnaturalizaria ripidamente los materiales
bioldgicos l4biles que se pretende encapsular., La técnica
para evitar tal desnaturalizacibn implica controlar la con-
centracidén relativa de solutos en la fase continua y dis=-
continua, de manera gue la concentracidén del segundo mond~
mero en la fase continua se mantenga en menos que los valo~-
res optimos, y los solutos en la fase discontinua estén en
alta concentracibn. En esta situacibén, la difusidn del se-
gundo mondmero a la fase discontinua estéd inhibida, y la
desnaturalizacidén del material bioldgico 14bil se minimiza,
pero se produce una membrana de clpsula macroporosa, pobre«
mente formada, y claramente no satisfactoria. Sin embargo,
en la segunda etapa de polimerizacidm, la concentracidn del
segundo mondmero en la fase continua de la nueva suspension|
se puede aumentar sin riesgo (ya que el material encapsula-
do estd ahora protegido por la membrana de cépsula cruda)
para reforzar las membranas de las cépsulas y hacerlas se~
mipermeables,

Segin otro aspecto de la invencidn, el segun
do mondmero se afiade a la emulsidén en la primera etapa de

polimerizacidén, no todo a la vez para iniciar la polimeri-
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zacidn, sino mhs bien en fracciones, a intervalos regula-
res de tiempo, durante toda la duracidén de la polimeriza-
¢ibn. Esta técnica mantiene la concentracidén del segundo
mondmero en la interfase a un nivel Sptimo mds constante
en todo momento durante la formacidn de la primera membra-
na basta, y por tanto inhibe la difusibn del segundo mond-
mero a la fase discontinua y aumenta el rendimiento de ma-
terial bioldgico l4bil utilizable. Esta técnica es también
muy Gtil para sistemas em los que la hidrdlisis del segun-
do mondmero elegido es una reaccidén en competencia con la
polimerizacidn,

En una realizacidn importante, el primer no
ndmero es una diamina y el segundo mondmero es un haluro
de difcido; el disolvente hidrdfobo inicial es una solucidn
que comprende 80% de ciclohexano y 20% de cloroformo;y en
la nueva suspensidn, el liquido hidrdfobo es ciclohexano
puro. La diamina es esencialmente insoluble en ciclohexano,
y ligeramente soluble en cloroformo,.

Cuando se encapsula hemoglobina, se ha des-
cubierto que si los gldébulos rojos de la sangre se deshi-
dratan por exposicidn a solucidn salina hipertdnica se pue-
de preparar una solucidn de hemoglobina con conceniraciones
de hasta 30 g/dl, y la gran concentracidén de sal inhibe la
difusidon de moléculas de agua a la fase discontinua, donde
reaccionan con moléculas del segundo mondmero, haciendo que
no funcionen.

Dado que es bien sabido gque muchos materiaw
les bioldgicos lébiles se desnaturalizan répidamente en am-
biente muy &cidos o bésicos, en todas las etapas del nuevo

procedimiento de encapsulacidén se debe mantener al menos
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dentro del intervalo de 5 a 9 el pH del ambiente inmediato
a todo'el material que se pretende encapsular, Cuando se
usa una diamina como primer mondémero, esto se efectia bur-
bujeando 002 a través de la solucidn de diamina antes de
afiadirla al material bioldgico 14bil. La solucion de diami~
na, gque tiene tipicamente un pH del orden de 11,5, se con~
vierte en carbonato de diamina, con un pH tipico de aproxi-
madamente 8,6-8,7. Si se satura con CO, y se almacena bajo
100% de CO, gaseoso, esta solucidn se puede llevar hasta
un pH de aproximadamente 8,4,

En contraste, la técnica anterior utilizaba
el sistema de tampdn débil NaHCOS-NaZCOB, es decir, las sa
les de una base fuerte y Acido débil, donde la presente in-
vencidn ha usado el propio &cido débil. E1l pH resultante en
la solucidn tamponizada de diamina-hemolizado, de la técni~-
ca anterior, es pH 11,

Una ventaja de principio de la presente téc-
nica para la inmovilizacidén de materiales bioldgica y/o
quimicamente activos para formar reaccionantes sdlidos o
seudosdlidos, es que los materiales se encapsulan a granel,
sin competencia directa con impurezas para los puntos de
unién disponibles. Asi se pueden hacer cépsulas .muy activaé
a partir de materiales relativamente poco purificados. Ade-
més, los materiales activos estén protegidos del ataque por
microorganismos, a menudo responsables de la desactivaciébn
o inhibicidén de tales compomentes de reaccidn.

Descripcidén de la realizacidém preferida

Un primer aspecto de la presente invencidn
utiliza una nueva variacidn del bien conocido procedimien=—

to para microencapsulacidén conocido generalmente como “po-
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limerizacidn interfacial", Se eligen dos disolventes mutua-|
mente inmiscibles, siendo uno hidrdfobo y siendo el otro
hidré6filo o, preferiblemente, agua. ELl material a encapsu-
lar y un primer mondmero se disuelven en agua, se mezclan
los dos disolventes, y luego se emulsifica la mezcla, sien
40 el disolvente hidrdéfobo la fase continua. E1 tamafio de
las gotitas coloidales determina el tamafic de las microcép-
sulas a producir. La emulsificacidn se puede efectuer por
cualquiera de las bien conocidas técnicas de emulsificacidn
tales como, por ejemplo, usar un mezclador, y usualmente
?e hace con adicidn de un agente emulgente. Dado que el ta=-
mafio de las gotitas producidas en cualquier técnica dada
variaréd dentro deun intervaloc especifico, se puede usar un
filtro para separar las cdpsulas demasiado grgndes hechas
en cualquier tanda dada, para minimizar las diferencias en
difmetro de cépsula. Para una exposicidén mis detallada del
método para varier el tamafio de cépsula se debe hacer refe-

rencia a Thomas M.S, Chang, "Células artificiales" (Artifi=-

Cuando se han producido gotitas de tamafio su-
ficiente se introduce en la suspensibén un segundo mondmero
capaz de formar un polimero con el primer mondmero, por po
licondensacidén o poliadicidén. La polimeriiacién solo tiene
lugar en la interfase del sistema de dos fases. Evidente.
mente, el mondmero se ha de elegir de entre aguellos que
éresentan propiedades adecuadas de solubilidad en los di-
solventes elegidos.

Para hacer madximo el rendimiento de material
bioldgico utilizable encerrado dentro de las cépsulas, las

condiciones de reaccidn se han de controlar cuidadosamente

\j
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de manera que ol material, en general sensible, no se des~
naturalice en magnitud significativa durante la polimeriza-
cidén. Por tanto, se ha descubierto que un factor muy criti-
co para obtener gran rendimiento de material encapsulado
utilizable es el pH de la fase discontinua. Para asegurar-
se contra la desnaturalizacidn del material 14bil, el pH se
ha de controlar en todo momento durante el procedimiento,
generalmente dentro del intervale de 5 a 9. Los disolven-
tes, especialmente el hidréfilo que disuelve al material
encapsulador, se han de elegir de entre aquellos que no
desnaturalicen rdpidamente al material a encapsular. La
eleccidn estard bien dentro de la capacidad de los exper-
tos en la técnica; tras haber leidé la exposicidn. Para fa
cilitar la dispersidn y separacidn apropiadas, los dos di-
solventes deben tener densidades relativas ligeramente di-
ferentes entre si.

Las polimerizaciones que tienen lugar en un
ambiente de pH que sea hostil para la sustancia quimicamen
te activa concreta que se pretenda encapsular no se deben
usar para esa sustencia. Sin embargo, muchos mondmeros que
en solucidén tienen un pH natural capaz de desnaturalizar
a la mayoria de los materiales bioldgicos lébiles se pueden
tamponizar dentro del intervalo de pH antes expuesto, sin
afectar a su actividad. Otros mondmeros se pueden usar sin
tamponizar, dependiendo de su pH natural y de la naturale=-
za del material que se pretende encapsular. Para mondmeros
muy alcalinos el paso de CO2 gaseoso a través de la solu~
¢ién es un método preferide para llevar el pH dentro del
intervalo no desnaturalizador,

Segin un segundo aspecto de la invencidn,
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se ha descubierto que por polimerizacibn en dos etapas se
puede producir una membrana de clpsula mucho més fuerte,
que tiene menos imperfecciones, y usando un grado minimo
de polimerizacidn. Respecto a esto, se ha descubierto que
las membranas de clpsula producidas por el procedimiento
en etapa inica antes descrito son a menudo macroporosas, de
siguales, y varian considerablemente en resistencia Yy espe
sor. Sin embargo, si la polimerizacidn en la interfase del
sistema emulsificado se interrumpe por retirada de la fase
continua, y luego se vuelven a suspender las céipsulas en
disolvente nuevo con solubilidad reducida para el primer
mondmero, una porcibén adicional del segundo mondmero afiadi
da a la nueva suspensidn hard que siga la polimerizacidn,
lo que reforzari las membranas, haré que los poros més gran
des de las membranas se rsllenen preferentemente, y asi
evitaréd el estado macroporoso. Por tanto, el procedimiento
produce una membrana semipermeable de gren calidad por uso
de una segunda cantidad, minima, de polimerizacidn, usén-
dose esta Ultima, para mixima ventaja adicional, para re-
llenar las imperfecciones de la membrana.

Més refinamientos de este procedimiento de
polimerizacidn en dos etapas permitieron controlar la re-
sistencia, espesor y porosidad de las membranas, hagsta un
grado perfeccionado. Si el disolvente hidrdfobo que consti
tuye la fase continua de la emulsidén se elige de modo que
el primer mondémero sea ligeramente soluble en &1, el mond-
mero de las gotitas se difunde ligeramente a la fase conti-
nua, Esto da como resultado un limite de fases relativamen-—
te grueso, y una membrana igualmente gruésa Yy usualmente

porosa, formada siempre que los dos mondmeros entren en
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contacto. Generalmente, cuanto mayor es la solubilidad del
primer mondmero en la fase continua més macroporosa es la
membrana producida. Por otra parte, si el primer mondmero
es mucho menos soluble en la fase continua hidréfoba el 1i
mite entre las fases es nitido, y resulta usualmente una
membrana microporosa. Cuando las cépsulas parcialmente for
madas se vuelven a suspender se usa un disolvente diferen~
te que tiene una solubilidad diferente, para el primer mo-
noémero, que el disolvente usado como fase discontinua en
la primera polimerizacidén. Cuando se ha producido una mem-
brana macroporosa en la primera polimerizacidn se usa en
la segunda polimerizacidén un disolvente en el que el pri-
mer mondémero sea esencialmente insoluble, y tiene el efecto
de endurecer las membranas. Se cree que en la segunda eta~
pa de polimerizacidn los dos precursores del polimero solo
coinciden dentro de los puntos débiles de la membrana im-
perfecta producida hasta ese momento, es decir, donde hay
difusidén preferente del primer mondmero hacia el disolven-
te. Asi se forma mis polimero para rellenar los poros mis
grandes.

Segin otro aspecto de la invencibn, las con
centraciones de los mondmeros en sus respectivos disolven=-
tes se pueden controlar, para mayor ventaja. Por ejemplo,
si el segundo mondmero, disuelto en la fase hidréfoba con~
tinua de la emulsidn, tiene la propiedad de desnaturalizar
el material que se pretende encapsular, el primer mondmero,
disuelto en la fase discontinua, se puede introducir em al
ta concentracidn en relacidén al segundo, del orden de 100
a 1, para impedir cualquier migracidn del mondmero desnatu

ralizador a las gotitas de solucidén durante la primera po-
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limerizacidn. Esta técnica produce & menudo una microcépsu
la muy porosa, pero en la segunda etapa de polimerizacidn

se puede aumentar sin riesgo la concentracidn del segundo

mondmero, y si se usa un disolvente apropiado las cépsulas
se reforzarin y se harédn microporosas por puenteo selecti=-
vo a través de los poros mds grandes con una membrana mis

delgada, como se ha explicado antes, sin afectar seriamen-
te a2l material encapsulado.

Seghn otro aspecto de la invencidn, se ha
hallado que la comncentracién de hemoglobina encapsulada se
puede aumentar significativamente si los gldébulos rojos usa|
dos para preparar hemolizado de hemoglobina se lavan a fon
do en solucidn salina hipertdénica. Ademds, la relativamen-
te alta concentracibdn de sal en la fase acuosa discontinua
de la emulsidn ayuda a la polimerizacidn interfacial del
primer mondmero, limitando la solubilidad del agua en la
fase orghnica que contiene el segundo monbmero, que, tipi-
camente, se descompone répidamente por exposicidn al agua,
Se cree que los productos de reaceidn de tal hidrdlisis
del segundo monbdmero contribuyen a las imperfecciones de
la membrana, si no se eliminan en la etapa de separacidn,

La invencidn se aclararé y entenderd més me
diante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1

Los gldbulos rojos de sangre humana entera
de un banco de sangre caducada fueron separados y lavados
dos veces en el doble de su volumen de solucidn salina hi-
pertdénica (1,5 g/dl)}, por centrifugacidén en una centrifuga
refrigerada a 2800 x g durante cinco minutos. Se usd solu-

cidn salina hipertdénica para eliminar agua de las células,
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para producir la mayor concentracidn posible de hemoglobina
tras la lisis de las células. Una tercera centrifugacién
durante 15 minutos a 2800 x g sirvid para empaquetar las
células, Se elimind lo més posible de la solucidn salina de
las células empaquetadas, que luego se sometieron a lisis
por agitacidén enérgica con un ml de éter anhidro por cada
10 ml de células empaquetadas., Esta mezcla se centrifugd

a 1000 x g durante 20 minutos, y los residuoz de células

y el &ter que se elevan a la superficie se eliminaron. Se
comprobdé la concentracidn de hemoglobina midiendo la ab~
sorbancia de 10 PJ del hemolizado en 4,0 ml de solucibén sa
lina isotbénica, a una longitud de onda de 540 nm., Las lec-
turas de absorbancia de todas las soluciones de hemolizado
preparadas apropiadamente eran entre 0,7 y 0,8, lo gue co=
rresponde a una concentracidn de 28 a 32 g/dl. Las concen~
traciones de hemoglobina mayores que 30 g/dl cristalizaron
Y precipitaron por almacenamiento a la temperatdra del re-
frigerador (42C). E1 hemolizado se pudo usar durante al me
nos una semana, 8i estuvo refrigerado.

Se prepard una solucién de carbonato de hexa~
nodiamina burbujeando didxido de carbono en una solucidn
3M de 1,6-hexanodiamina (Eastman Kodak Co.), hasta éue el
pH alcanzd 8,5. Esto requirid aproximadamente 15 gramos de
CO, por 100 ml de solucidn,

Se prepard 8cido 4,4'-diamino-bifenil-2,2'-
disulfonico (ADBDS) (calidad técnica, Bastman Kodak Co,)
afiadiendo aproximadamente 50 gramos de ADBDS a 800 ml de
agua desionizada que contenian 50 ml de NaOH 6M., La solu~
cidén se filtrd para eliminar cualquier sbélido restante, y

el ADBDS precipitd por adicidén de 70 ml de HCL al 50% v/v,
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Tras haber sedimentado los cristales se retird por vertido
lo més posible del liguido plrpura; luego se ajfiadieron 500
ml de HCl al 10% v/v. Los cristales se recogieron en un em
budo Buchner y se lavaron tres veces con agua desionizada;
dluego se lavaron dos veces con acetona y se secaron. E1 pro)
@ucto era cristales blancos o rosa claro, y Se almacend en
una botella de color pardo protegida de la luz. Este com-
puesto se usd para formar un. copolimero de membrana que te
nia una carga negativa, para evitar agregaciones.

Diez mililitros de solucibén de hemolizado,

que contenian 30 g/dl de hemoglobina, se mezclaron con 10

ml de solucidén de carbonato de hexanodiamina 3M, que conte

nian 2,88 g de ADBDS. Esos dos mondmeros, cuando se mezcla=

‘ron, constituyeron el primer reaccionante en este ejemplo.

Esta solucibn acuosa se afiadidé luego a 125 ml de liquido
orgénico hidrdfobo previamente enfriado, hecho con 100 ml
de mezcla de 20% de cloroformo-80% de ciclohexano y 25 ml
de un agente‘emulgente, SPAN-85 R (trioleato de sorbiténm).

Luego se empezd la emulsificacidén en un
mézclador previamente enfriado, y se continud durante 1 a
2 minutos.

El cloruro de tereftaloilo, segundo mondmero
requirid purificacidn preliminar. Se saturd ciclohexano ca-
liente (casi hirviendo) con cloruro de tereftaloilo (cali-
dad préctica, Eastman Kodak Co.), y la solucidn se filtré
répidamente. E1l liquido transparente se recogid y se dejod
enfriar y cristalizar en un recipiente cerrado. Los crista=-
les se recogieron con la menor exposicidn posible a la at-
mésfera, y se secaron bajo vacio, ya que este compuesto

reaceciona con la humedad atmosférica, La solucidn de reser-

Y
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va de cloruro de tereftaloilo se prepard disolviendo 10,15
gramos de cloruro de tereftaloilo purificado en 95 ml de
20% CHClB-BO% CeHy oy v/v. Resultd una solucidn 0,5M, Esta
solucidn se debe mantener en un recipiente herméticamente
cerrado, y se puede usar durante al menos un mes, o hasta
que empieza a formarse un precipitado.

‘ Luego se afladieron a la emulsidn tres ml del|
cloruro de tereftaloilo 0,5M en solucidn orgénica con 20%
de cloroformo-80% de ciclohexano, mientras se mezclaba a
baja velocidad, La proporcidn real entre comcentraciones
de diamina/haluro de dilcido fué 128 a 1, aunque es tolera-
ble alguna variacidén. Al cabo de tres minutos la primera
reaccidén de polimerizacidén estuvo completa, y la suspensiénl
se centrifugd durante 15 a 20 segundos a 400 a 500 x g. El
liguido orginico que sobrenadaba se elimind luego por aspi-
recibn.

Luego se volvieron a suspender las cépsulas
en un segundo liquido consistente en 100 ml de ciclohexano
y 10 ml de trioleato de sorbitdn. Mientras se mezclaba len~
tamente se adadieron 7 ml de cloruro de tereftaloilo 0,5M
en solucidn orglnica de 20% de cloroformo y 80% de ciclohe~-
xano., Este liquido hidr8fobo contiene solo 1,0 a 1,5% de
cloroformo, frente a 20% en la primera etapa orgénica. El
contenido reducido de cloroformo corta la solubilidad de
diamina en el disolvente, haciendo una membrana mis delgada
Yy parcheando agujeros de la original, mids basta., La propor~-
cidn entre concentraciones de diamina/haluro de difcido era
50 a 1. Se continud la agitacidén durante 3 minutos, momento
en que la reaccidn se interrumpid por adicidn de 30 ml de

TWEEN-20 (monohalurato de soxbitén) al 50%, temponizado a
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pH neutro con NaHCO5 0,3M,
Obsérvese que la solucién de hemolizado de
hemoglobina-enzimas no estuvo en ningin momento expuesto a
un pli menor que 5 ni mayor que 9, La solucidn de hexanodia~
mina tiene un pH natural de 11,5, y un pH de aproximadamen
te 1l cuando se mezcla con hemoglobina. El burbujeo de 602
a través de ella hace que se produzca H2c03 y carbonato de
hexanodiamina, E1 CO, actla como tampdn, y se prefiere a
las sales sbédicas o &cidos débiles., Antes de tamponizar,
el monolaurato de sorbitén usado tenia un pH tipico de apro|

ximadamente 4,5. La exposicidn extensa a este ambiente &ci-

do desnaturalizaria la hemoglobina y enzimase Esto se pue-

de evitar tamponizando el monolaurato de sorbitdn para que

tenga un pH proximo a 7. El objeto del monoclaurato de sor-
bitén es facilitar la transferencia de las microcipsulas a
un medio acuoso tal como solucidn salina (véase "Células
artificiales'", capitulo 2). Se debe observar que en esta
etapd el monolaurato de sorbitén tiende a reacciomar lenta-
mente con el cloruro de tereftaloilo, produciendo un reves-
timiento polimero pegajoso y, ademés, el crenado de las mi-
crocdpsulas. Un método alternativo superior es eliminar lo
més posible del disolvente por centrifugacibn, y continuar
luego con la anterior adicidn de TWEEN-20 y subsiguiente
separacidn.

Las microcipsulas producidas por este proee
dimiento no permitieron fugas de enzimas o hemoglobina. Los
tiempos mitad de equilibrio (t 1/2) para solutos de diver-

sos pesos moleculares se dan en la TABLA I,
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TABLA I
PERMEABILIDAD DE MICROCAPSULAS - TIEMPOS MITAD DE EQUILIBRIO

Sustancia Peso molecular  t 1/2 4 ENM (seg)
Glicerina 92 1,75 £ 0,1
Diacetona=alcohol 116 2,5 + 0,2
Glucosa 180 4,9 % 0,1
Sacarosa 342 10,6 4 0,2
Tris ® 121 2,8 0,1
Bicine P 163 6,1 % 0,3
caps © 221 8,0 £ 0,5
Pipes ¢ 302 13,0 + 0,5

81ris~(hidroximetil)-aminometano, pH 8
b N,N-bis-(2-hidroxietil)-glicina, pH 8
€ Acido ciclohexilaminopropanosulfénico, pH 8

d Piperazino-N,N'-big-(&cido 2~etanosulfénico), pH 8

La actividad de cuatro enzimas, lactato=-
deshidrogenasa (LDH), glutamato-oxaloacetato-transaminasa
(GOT), ureasa, y ﬁg-glucuronidasa, se midid antes y des-
pués de la encapsulacidén., La LDH y GOT se hallaron natural

mente en el hemolizado de gldébulos rojos, La ureasa y (3-

| glucuronidasa se afladieron al hemolizado en forme de enzi-

ma parcialmente purificada, ljiofilizada, disponible de fuen
tes comerciales. Los resultados de las comparaciones para
LDH, GOT y ureasa se exponen en la TABLA II., La actividad
se midid en unidades internacionales (UI) por litro de

muestra, bajo condiciones de la reaccidén de emnsayo, Los ren
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dimientos determinados para la (3-glucuronidasa estuvieron

uniformemente por encima del 50%.

TABLA 1IX

Enzima |Actividad (UI/1) £ ENM Actividad conservada® (%)

LDH 4120 4 90 55
GOT 1200 + 80 - 66
Ureasa 234000 + 8000 68

8 Actividad enzimbtica de las microcdpsulas dividida por .
la actividad enzimftica del hemolizado usado para preparar
las microcdpsulas (% de rendimiento) (ENM = error normal
de la media)

La TABLA IIX muestra una comparacidn del
tanto por ciento de la saturacidn de oxigeno en la solu-
cidén de hemolizado usada para preparar las microcipsulas

con hemoglobina encapsulada, a diversas presiones de 02.
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Presién de 0, Tanto por ciento de saturacibnm
Hemoglobina de Hemoglobina
hemolizado encapsulada

5 7% 5%

10 21% 10%

15 key 20%

20 62% 32%

25 74% L 5%

30 82% 58%

35 89% 68%

ko 92% 74%

50 97% 83%

60 99% 89%

70 99%+ 92%

8o 99%+ 94%

90 99%+ 96%
100 99%+ 97%-
110 99%+ 98%
120 99%+ 99%

da polimerizacidn, sobre la porosidad de las microcépsulas
preparadas en una serie de ensayos, midiéndose la porosidad

indirectamente por observecidén de si el material encapsula-

La Tabla IV muestra el efecto de variar la

- cantidad del haluro de &cido en la fase discontinua de ca=-
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Cloruro de Cloruro de
tereftaloilo tereftaloilo
1 2 ml 4 ml Muchas fugas
2 2ml 8§m Muchas fugas
3 3 ml 7 ml Ninguna fuga
4 3 ml 7 ml Ninguna fuga
5 4 ml 7 ml Ninguna fuga
6 L,5 ml 7,5 ml Fugas moderadas
7 £k,5 ml 745 ml Fugas moderadas
8 5 ml 8 mi Muchas fugas
9 5,5 ml 8 m1 . Muchas fugas

Hoja nam. 20 25106__

do fugaba o no a través de la membrana. Como indica clara-
mente la tabla, la concentracidn del segundo monémero en

cada etapa de polimerizacidn es muy importante para la bue
na formacidn de la cépsula. Los expertos en la técmnica ten
drén poca dificultadhpara determinar la proporcidén éptima

eptre concentraciones a usar con otros sistemas polimeros.
Las cépsulas de la Tabla IV se prepararon pof el método an
tes esquematizado, excepto en que la emulsificacidén se efed
tud sole en SPAN 85, antes de afadir el disoivente orgéni-
co mixto, Los resultados de otras variantes delrmétodo son

cualitativamente similares.

- TABLA IV
MICROCAPSULAS PREPARADAS CON 10 ML DE HEMOLIZADO Y CANTIDA-

DES DIVERSAS DE CLORURO DE TEREFTALOILO 0,5M

Primera reaccidn Segunda reaccidén Estado de la cépsula
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Las microcdpsulas separadas del disolvente
orgénico tras la primera reaccidn eran rojas, lo que indi-
ca que hubo poco o nada de desnaturalizacidn, pero fugaban
y estaban pobremente formadas. El aumento de la concentra-
cidén de cloruro de tereftaloilo bajo esas condiciones pro-
dujo microcépsulas que eran marrones, Lo éue indica desna-
turalizacidn de la hemoglobina, y que fugaban. EL aumento
del tiempo de reaccidn de la primera reacecidn, hasta cinco
minutos, tuvo poco efecto aparente sobre las microcdpsulas,
pero el aumento del tiempo de la segunda reaccidn hasta
més de cuatro minutos hizo que las microcépsulas se volvie
ran pardas, lo que indica desnaturalizacidén de la hemoglo-
biné. La disminucidén de cualquiera de los tiempos de reac-
cién, un minuto o mis, tuvo como resultado microcépsulas
que fugaban. La presencia de pequerias cantidades de etanol,
cominmente usado como esgtabilizador del cloroformo, puede
exigir el reajuste de los volimenes 6ptimos. Para conseguin
la mayor repetibilidad, y la formacion de capsulas de més
confianza, se debe eliminar el etanol. El cloroformo usado
en la Tabla IV contenia algo de etanol. Al extraer el eta~
nol, el volumen Sptimo para la segunda reaccidn es tipica-~
mente 5-4 ml, en vez de 7. La di§minuc16n de 19-cantidad
de TWEEN-20 usada en la etapa de separacién tﬁvo como re-
sultado una pobre separacidn entre las microcépsulas y el
disolvente orgénico. Las micyocépsulas que se dejaron per-
manecer en el TWEEN~-20 duranée tiempos excesivos (> 1/2 ho-
ra) se volvieron pardas, Las microclpsulas almacenadas en’
solucidén salina sin tamponizar, que tiene un pH de 5,5, se
volvieron pardas tras verios dias, mientras que las almacew~

nadas en una solucidn tamponizada a pH 7,4 permanecieron ro




10

20

25

30

| los casos, el limite superior de nylon producido es del

Hoja nGm. 26 25106_

jas durante meses.

M4s estudios de las clpsulas preparadas en
este ejemplo indican que tienen una proporcién entre volu-
mgn de pared y volumen de clpsula del orden de 0,028, Cuan
do t es el espesor de pared y D es el difmetro, la propor-
éi&n entre el volumen de pared y el volumen de cépsula es~
td dada por:

\'s 2

pared @D ¢
= 6 t/D

(}4

R =

A
cdpsula N/6 D>

Las cipsulas tenian un espesor medio de pared (t) de 700 K
) 0’07ﬁk sy ¥ un didmetro medio (D) de 15 M . Por tanto,
RY 6 x 0,07/15, 6 0,028, Dado que el nylon tiene una den-
sidad aproximadamente igual a 1, se necesitarian 28 mg de
nylon para formar las membranas sblidas, por ml de cépsu-
lé producido. La cantidéd total de diamina presente, como
se puede calcular por la concentracidn usada, es 1,5 mM/ml
o 174 mg/ml. Dado que la pared de nylon tiene 46% en peso
de diamina, se necesitarian 12,9 mg de diamina, o aproxi-
madamente 7,5% del total, para formar una pared de nylon
maciza., Sin embargo, dado que el cloruro de 4cido es el

constituyente que limita la reaccidn, y que la proporcidn

entre diamina/cloruro de didcido era 50/1 en el mejor de

orden de 2,0% de la diamina total. Esto indica que las mem=~
branas producidas son, lo mas probablemente, tipo esponja,
con una estructura de celdas abiertas.

Estas cdpsulas fueron impermeables a la he-

moglobina (pm ¥ 68,000) pero permeables a la insulina (pm

Y 12,000, tiempo mitad de equilibrio entre 2 y 3 minutos).
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Una comparacidn del tiempo mitad para la insulina con los
de sustancias de bajo peso molecular tales como las dadas
en la Tabla I, indica una relacidén no lineal., Se cree que
este fendmeno estd causado por las propiedades estdricas

o estado de carga de las moléculas de insulina,

Ejemplo 2

El método fué el mismo dado en el Ejemplo 1,
excepto en que en la solucidn de hemolizado se sustituyb
la diamina~ADBDS por una solucidn consistente en una parte
de &cido 4,4'-diaﬁinoestilbeno~2,z‘—disulfénico 1M (Pfalz
and Bauer, Inc.) en tampdén fosfato isotdnico, pH 7,4, més
10 ﬁartes de carbonato de hexanodiamina 3M, afladidos a un
volumen igual de hemolizado, Las cépsulas producidas pre-

sentaron propiedades similares a las del Ejemplo 1.

Ejemplo 3

El método es el mismo dado en el Ejemplo 1,
excepto por lo siguiente. No se incluye ADBDS en la solu-
¢idon de hemolizado, y la cantidad de cloruro de Acido usa-
da en ambas etapas de polimefizaci6n, es decif, 0,35 ml
de cloruro de Acido por ml de solucidén de hemolizado-dismi=-
na, es la misma. El1 haluro de 4cido se afiade en incrementos
iguales durante cada polimerizacidn, a intervalos de 30 se~-
gundos, en vez de todo a la vez al principio de la polimeri
zacidn. Este método mantiene baja la concentracidn local
del cloruro de 4cido, ¥y produce una membrana de gran cali-

dad. El tanto por ciento de rendimiento de la enzima es com
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parable con el descrito en el Ejemplo 1.
Ejemplo 4
Se preparsron cépsulas con cloruro de teref-
taloilo y hexanodiamina que contenia &cido 2,5-diaminoben-
cenosulfdnico, usando el mismo métedo ekpuesto en el Ejem-
plo 1, excepto en que el &cido 2,5-diaminobencenosulfdnico
se afiadié a la hexanodiamina en vez de al ADBDS. Las cép~
sulas producidas presentaron propiedades similares a las
del Ejemplo L.
Ejemplo 5
Se produjeron microchpsulas de cloruro de
sgbacilo~carbonato de hexsnodiamina usando el método del
Ejemplo 1, excepto en que el cloruro de tereftaloilo se
sustituyd por cloruro de sebacilo, y no se usbd ADBDS, Este
método produjo microcédpsulas con propiedades similares a
las de las microclpsulas del Ejemplo 1.
Ejemplo 6
Se prepararon cdpsulas de cloruro de sebaci-
lo-lisina por el método dado en el Ejemplo 5, excepto en
que el carbonato de hexanodiamina 3M se sustituyd por lisi
na 3M o por una solucidn consistente en un volumen iguél
de carbonato de hexanodiamina 3M y lisina 3M. Unas pocas
microcépsulas producidas por este método fugaban y no eran
éatisfactorias. Otras presentaron propiedades similares a
ias producidas en el Ejemplo 1.
Ejemplo z'
Se afiaden 1,5 ml de alblmina bovina (30%) a
1 ml de la solucidn de ADBDS-carbonato de hexanodiamina del|
Ejemplo 1, junto con 0,4 ml de KCl al 36%'y 0,1 ml de te-

traetilenpentamina 2,9M (previamente ajustada a pH 9,5 con
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HCl). Luego se afiaden a la mezcla 4,0 ml de SPAN 85 y 10 ml
del disolvente de hexano-cloroformo del Ejemplo 1, y se pro
duce una emulsidn, en 1-2 minutos, agitando enérgicamente
usando una barra agitadora magnética. Se afiaden 0,4 ml de
solucién de clorurc de tereftaloilo (0,5M en el disolvente
de hexano~cloroformo del Ejemplo 1) en incrementos de 0,1
ml cada 30 segundos, seguidos por adiciones adicionales de
0,1 ml cada minuto durante los 6 minutos siguientes,

Tras centrifugar para separar las cépsulas
se desprecia lo que sobrenada, y las microcépsulas crudas
se vuelven a suspender en ciclohexano que contiene 5% de
SPAN 85. Se afiaden 0,7 ml de cloruro de tereftaloilo y la
suspensién se agita durante 3 minutos. Tras separar las fa-
ses por centrifugacidn, las microcipsulas se lavan una vez
en ciclohexano puro y se someten a lavado final y recupera-
cién como se indica en el Ejemplo 1.

Los materiales biolbgicos lébiles, incluyendo
enzimas, se pueden disolver em la solucidn de albimina se-
gin se desee, La tetraetilenpentamina ayudd a reticular el
polimero para formar membranas semipermeables fuertes, de
tamafio de poro uniforme.

Aunque los ejemplos anteriores se limitan a
sistemas de policondensacidén en los que se incluyen un ha-
luro de didcido y una diamina para producir un polimero o
copolimero de poliamida, ser& evidente para los expertos
en la técnica que el procedimiento de polimerizacidn en dos
etapas, y otras ensefianzas aqui expuestas, serfn dtiles en
otros muchos procedimientos de encapsulacidén de la técnica
anterior. Por seleccidn astuta de disolventes, elegidos se=

gin las ensefianzas de la presente invencidn para que sean
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adecuados a sgistemas concretos de polimeros vy a los mate~

tendrin poca dificultad para producir membranas de cépsu-
la de gran calidad de, por ejemplo, pbliéster a partir de
un poliol y un didcido (HOOC-R-COOH) o haluro de dilcidoe
(C1L0C=-R=-COC1l), otras poiiamidas a partir de una diamina
(HaN-R-NHZ) y un diécido, poliurea a partir de una diamina
¥ un diisocianéto, policarbonato a partir de un diol y un
haluro de &cido, polisulfonamida a partir de un haluro de
sulfonilo multifuncional y una diamina, asi como una pro-
téina reticulada, poliftalamina, y otras policondensacio-
ﬁes bien conocidas,

Los métodos de encapsulacidn usando reaccio-
nes de poliadicidn tales como el tipo expuesto en, por
ejemplo, la patente de los EE.UU. n® 3.,864.275, de Kan y
otros, también estén dentro del dmbito de la presente in-
vencidn. Los expertos en la técnica tendran poca dificul-
tad en adaptar el procedimiento antes expuesto a sistemas
que utilizan aminas polifuncionales y, por ejemplo, epiclog'
hidrina o polidsteres que contienen grupos epoxidicos.

La invencidén se puede realizar en otras for
mas especificas sin salir del espiritu y caracteristicas
esenciales de la misma. La realizacidén y ejemplos presentes
se haen de considerar, por tanto, en todos los sentidos, co~-
mo ilustrativos y no restrictives, estando indicado el &m~
bi;o de la invencidn por las reivindicaciones adjuntas, més
qﬁe por la descripcidn anterior, y por tanto se destinan a
estar abarcados en ella todos los cambios que caigan dentro
del significade y gama de equivalencia de las reivindicacio

nes,
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva, que
se presentan para gue sean objeto de esta solicitud de Pa~
tente de Invencidn en Espefla, por VEINTE afios, son los que
se recogen en las reivindicaciones siguientes:

lé,~ Procedimiento para emcapsular un mate~
rial de nficleo quimicamente activo en una membrana semipey
meable sintetizada por una reaccidén de polimerizacidn in=-
terfacial, estando caracterizado dicho procedimiento por
lag etapas de: disolver dicho material de niicleo en un pri
mer disolvente elegido del grupo gue consta de agua, di-
solventes hidréfilos y mezclas de ellos; disolver un pri-
mexr mondémero en dicho primer disolvente; afiadir disolven-
te hidrdfobo a dicho primer disolvente; emulsificar el sis
tema de dos fases asi producido, comstituyendo dicho pri-
mer disolvente 13 fase discontinua de la emulsidn; y afia-
dir un segundo mondmero a dicha emulsidn, siendo capaz di-
cho segundo mondmero de formar un polimero com dicho pri=-

mer mondmero y siendo soluble en dicho disolvente hidrbéfo-

- bo, para formar una membrana alrededor de los miembros de

dicha fase discontinua en la interfase de dichas fases,
en el gue la mejora comprende: afiadir dicho segundo mondme
ro a dicha emulsidén en fracciones, a intervalos durante la
duracién de la polimerizacidn.

2a,- Procedimiento segin la reivindicacidn
la, donde dicho primer mondmero es una poliamina,

32,~ Procedimiento segin la reivindicacidn
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22, donde dicho segundo mondmero es un haluro de difcido,

ka,~ Procedimiento segin la reivindicacidn
12, donde dicho material de nlicleo es una sustancia biold-
gica 1ébil,

58,= Procedimiento segin la reivindicacidn
1a, donde dicha sustancia biolbégica 14bil es una enzima.

68,.,- Procedimiento segin la reivindicaci&n.
12, donde el pH de l; fase discontinua se.mantiene entre
5y 9.

72+- Procedimiento segiin la reivindicacidén
13, donde dicha reaccidn de polimerizacidn interfacial se
elige del grupo gue consta de reacciones de policondensa-
cidén, poliadicidn y coacervacidn.

8a,~ Procedimiento segin la reivindicacién
;ﬁ, donde dicho primer monbmero es ligeramente soluble en
dicho disolvente hidrofobo, y dicho procedimiento se ca-
racteriza ademéds por las etapas de: detener la reaccibdn
de polimerizacidn en una etapa en que se haya formado uma
membrana de cépsulas macroporosa: muy permeable, separando
dicho disolvente hidrdfobo de dicha emulsidén; volver a sus
pender las cépsulas en un liquido, siendo dicho segundo mo
némgro muy soluble en dicho liquido, siendo dicho primer
mondmero menos soluble en dicho liquido que en dicho disol
vente hidrdfobo; afiadir una segunda porcidn de dicho segun-
do monbdmero a la nueva suspensidn, para causar més polime-
rizacidn en dichas membranas de cépsula, para reforzarlas y
para hacerlas impermeables a dicho material de nﬁfleo; e
interrumpir dicha polimerizacidn.

98 ,- "PROCEDIMIENTO PARA ENCAPSULAR UN MATE~

RIAL DE NUCLEO QUIMICAMENTE ACTIVO EN UNA MEMBRANA SEMIPER-
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1 | MEABLE SINTETIZADAY,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que
antecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de treinta y tres hojas

5 | escritas a méquina por una sola cara.

Madrid, (4 M51876
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