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69 Processo per la preparazione di corpi microporosi inglobanti uno o pit agenti attivi.

@ Il problema tecnico di preparare corpi microporosi

inglobanti agenti attivi, per esempio enzimi, viene ri-
solto miscelando una soluzione di un polimero, per esem-
pio cellulosico, con una soluzione o dispersione dell’agen-
te attivo che si vuole inglobare, la fase liquida che contie-
ne detto agente attivo essendo un solvente compatibile
e miscibile col solvente del polimero, e nell’impartire
quindi una forma ai corpi microporosi mediante trafila-
tura, gocciolamento in un liguido coagulante ed altri-
menti.




644 387

RIVENDICAZIONI

1. Processo per la preparazione di corpi microporosi
inglobanti uno o piit agenti attivi consistente in una mi-
scelazione di una soluzione organica di una matrice poli-
merica con Fagente attivo cui si & interessati o con una
soluzione o dispersione in un mezzo ad essa compatibile
¢ miscibile con il solvente organico della matrice polime-
rica e in un successivo stadio di formatura.

2. Processo secondo Ia rivendicazione 1, comprendente
particolarmente i seguenti stadi:

a) formazione di una preliminare soluzione di una ma-~
trice polimerica in un solvente organico

b) eventuale formazione di una dispersione o soluzione
dell’agente attivo cui si & interessati in un mezzo ad esso
compatibile e miscibile con il solvente organico della ma-
trice polimerica

¢) eventuale aggiunta all’agente attivo o a quanto otte-
nuto in b) di un additivo scelto tra

i) polimeri a differente peso molecolare non solubili
nel solvente della matrice polimerica

i) reagenti polifunzionali scelti tra le aldeidi alifatiche,
gli isocianati e ticisocianati

d) miscelazione della soluzione della matrice polimerica
con Pagente attivo come tale, e con quanto ottenuto in b)
con o senza I'additivo di cui al punto c)

e) invio immediato della miscela ottenuta nel preceden-
te stadio al trattamento di formatura.

3. Processo secondo una delle rivendicazioni 1 o 2, ca-
ratterizzato dal fatto di cui al punto d) in un mezzo non
solvente della matrice polimerica.

4. Processo secondo una delle rivendicazioni 1, 2 0 3,
caratterizzato dal fatto che la coagulazione avviene per goc-
ciolamento della miscela nel mezzo.

5. Processo secondo la rivendicazione 3, caratterizzato
dal fatto che la coagulazione avviene facendo fluire diretta-
mente la miscela nel mezzo.

6. Processo secondo la rivendicazione 2, caratterizzato
dal fatto che lo stadio e) & realizzato mediante estrusione
a secco della miscela di cui al punto d).

7. Processo secondo la rivendicazione 2, caratterizzato
dal fatto che lo stadio €) & realizzato facendo espellere la
miscela di cui al punto d) da un ambiente sotto pressione.

8. Processo secondo la rivendicazione 2, nel quale gli
agenti attivi sono scelti tra enzimi, cellule enzimatiche, anti-
geni, anticorpi, antisieri, ormoni, coenzimi legati a matrici
macromolecolari, agenti sequestranti, agenti coloranti.

9. Processo secondo la rivendicazione 2, caratterizzato
dal fatto che la matrice polimerica viene scelta fra polimeri
cellulosici, polimeri alchilici esterificati ed eterificati, poli-
ammidi, polimeri o copolimeri di acrilonitrile, butadiene,
isoprene, acrilati, metacrilati, esteri vinilici, cloruri vinilici,
cloruro di vinilidene, stirolo, vinilbutirrato, y-metiiglutam-

mato.

10. Processo secondo la rivendicazione 2, caratteriz-
zato dal fatto che il solvente della matrice polimerica &
scelto fra acetone, metilisobutilchetone, cicloesanone, me-
tilacetato, metilcellosolve acetato, metilcellosolve, lattato di
etile, cloruro di metilene, cloruro di propilene, tetracoro-
etano, nitrometano, clorofenolo, metacresolo, acido acetico,
acido formico, dimetilformammide, dimetilsolfossido, alcoli,
diossano, idrocarburi, chetoni, esteri, piridina, cloroformio,
miscele etanolo -H,0, etanolo -CCl,, isopropanolo-metiletil-
chetone.

11. Processo secondo la rivendicazione 2, caratteriz-
zato dal fatto che il mezzo di cui al punto b) & scelto tra
alcoli, chetoni, eteri, esteri, acidi, piridina acetonitrile, ci-
cloesano, dimetilformammide.
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La presente invenzione si riferisce ad un processo per
la preparazione di corpi microporosi inglobanti uno o pitt
agenti attivi particolarmente quelli presentanti un’attivita
nel campo biologico, processo che comprende una miscela-
zione di una soluzione organica di una matrice polimerica
con P’agente attivo cui si & interessati, 0 una sua soluzione
o dispersione in un mezzo ad esso compatibile, & miscibile
con il solvente organico della matrice polimerica, e um suc-
cessivo stadio di formatura. .

 noto dal brevetio italiano n. 836 482 che & possibile
immobilizzare enzimi o loro preparati all'interno di strut-
ture polimeriche filamentose. Il processo viene realizzato,
secondo detto brevetto, formando preliminarmente una
emulsione fra una soluzione acquosa dell’enzima e una so-
luzione del polimero disciolto in un solvente immiscibile
con Pacqua e successivamente estrudendo la stessa attra-
verso una filiera in un bagno di coagulo per dare un fila-
mento che racchiude alPinterno Ia soluzione enzimatica
inizialmente presente nelPemulsione.

Si ottengono in questo modo catalizzatori biologict di
elevata attivitd, ma di uso pratico spesso limitato dalla for-
ma cui il suddetto processo Ii costringe e dalle relative com-
plessita della preparazione stessa.

La presente invenzione, come accennato, si riferisce
ad un processo migliorato per la preparazione di corpi mi-
croporosi inglobanti agenti attivi di qualunque natura, quel-
1i attivi nel campo biologico particolarmente, e sotto qual-
siasi forma, cosi che il loro uso pratico, nella realizzazione
industriale, cio, delle reazioni che coinvolgono detti agenti,
non risulta in alcun modo Hmitato: si ottengono ad esem-
pio, catalizzatori biologici di elevata efficienza e il cui im-
piego non viene assolutamente limitato da disposizioni pra-
tiche cui sono costretti, proprio per la diversita di forme
sotto le quali possono essere ottenuti. In dettaglio, la pre-
sente invenzione offre un processo per la preparazione di
corpi microporosi inglobanti uno o pii agenti attivi, scelti
fra quelli elencati pit aventi, processo che comprende i se-
guenti stadi:

a) formazione di una preliminare soluzione di una ma-
trice polimerica in un solvente organico

b) quando necessario, formazione di una dispersione o
soluzione del’agente attivo cui si & interessati in un mezzo
ad esso compatibile e miscibile con il solvente organico del-
la matrice polimerica

¢) eventuale aggiunta al’agente attivo o a quanto otte-
nuto nel punto b) di un additivo la cui natura e funzione
specificheremo nel seguito della seguente descrizione

d) miscelazione della soluzione della matrice polimeri-
ca con I’agente attivo, come tale, o con una sua soluzione
o dispersione secondo il punto b), contenente o meno ’ad-
ditivo di cui al punto c)

¢) invio della miscela ottenuta nel precedente stadio al
trattamento di formatura.

Gli agenti attivi che possono essere inglobati secondo
il metodo descritto nella presente domanda sono composi-
zioni biologiche quali enzimi o cellule enzimatiche, anti-
geni, anticorpi, antisieri, ormoni, coenzimi opportunamente
legati a matrici macromolecolari, ovvero anche sostanze at-
tive in altri campi o esplicanti particolari funzioni, quali
agenti sequestranti, coloranti di opportuno peso molecolare
e, in genere, tutte quelle sostanze per le quali & previsto
un uso a perdere e che, in questo caso, possono essere re-
cuperate alla fine del loro impiego ed eventualmente riat-
tivate per successive utilizzazioni; da aggiungere che, secon-
do la metodologia precedentemente descritta, & possibile
anche inglobare corpi gia inglobanti gli agenti di cui sopra




ottenuti secondo la presente tecnologia o con altri metodi
ovvero anche sostanze derivanti dall’'unione, chimica o fisi-
ca, di agenti attivi con opportuni substrati: in questo mo-
do si puo ottenere ad esempio, un’elevata protezione del-
I'agente attivo. Gli agenti attivi possono essere inglobati co-
me tali o addizionati di opportune sostanze inerti. Partico-
larmente efficace il metodo si & rivelato per la prepara-
zione di catalizzatori biologici anche, come sopra accen-
nato, per la pluralita di forme sotto le quali detti cataliz-
zatori possono essere ottenuti, & cosi possibile ottenere
fibre, fibrids, corpi cilindrici di varie dimensioni, ellissoidi,
corpi sferoidali, polveri di varia granulometria, la forma
desiderata dipendendo dall’iter seguito nel trattamento fina-
le di formatura.

Questo puo essere realizzato facendo coagulare Ia mi-
scela costituita dalla soluzione della matrice polimerica e
dell’agente attivo o della sua dispersione o soluzione in un
mezzo non solvente della matrice polimerica.

Tale coagulazione pud avvenire per gocciolamento della
miscela nel mezzo, e si ottengono cosi, ad esempio, corpi 2
a forma sferica o sferoidale, oppure facendo fluire diretta-
mente la miscela all’interno del mezzo, ottenendosi cosi
fibre o forme similari.

Altro procedimento di formatura consiste nell’estrusio-
11€ a secco, con evaporazione del solvente, della miscela 2
pit volte definita: si ottiene cosi un filo continuo che pud
essere tagliato per ottenere corpi cilindrici o simili, con se-
zioni di varia forma.
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»Ulteriore procedimento di formatura consiste nelPespel-
lere da un ambiente sotto pressione, con o senza agente
propellente, Ia miscela di cui sopra, ottenendosi in tal mo-
do la formazione di fibridi o polveri di varia granulome-
tria. Le matrici polimeriche che possono essere impiegate
secondo il presente procedimento sono, fra le altre: poli-
meri cellulosici, polimeri cellulosici esterificati ed eterifi-
cati, poliammidi, polimeri o copolimeri di acrilonitrile, bu-
tadiene e isoprene, acrilati o copolimeri di cloruro di vinili-
dene, stirolo, vinilbutirrato, y-metil-glutammato e simili.
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Particolarmente adatti agli scopi di questo metodo s so-
no dimostrati gli esteri della cellulosa,

I mezzi, nei quali si devono sciogliere o disperdere gli
agenti attivi quando non si possa partire da questi come
tali, sono scelti, come detto, fra quelli compatibili con
I'agente attivo stesso o miscibili con il solvente della matri-
ce polimerica. Essi possono essere scelti tra le seguenti classi
di composti, entro le parentesi essendo definiti i preferiti:

acqua,

alcoli (metanolo, etanolo, propanolo, butanolo, ter-bu-
tanolo, glicole etilenico, glicerinay,

chetoni (acetone, metiletilchetone),

eteri (diossano, teraidrofurano, etossietanolo),

esteri (acetato di etile e dj metile, di propile, formiato
di etile ecc.),

acidi (acido aectico, propionico, formico), 5

piridina, acetonitrile, cicloesano, dimetilformammide.

A loro volta, i solventi della matrice polimerica posso-
no essere scelti fra una vasta gamma di composti in rela-
zione alla natura della matrice polimerica.

Ad esempio si possono elencare seguenti composti:
acetone, metilisobutilchetone, cicloesanone, metilacetato,
metilcellosolve acetato, metilcellosolve, lattato di etile, clo-
ruro di metilene, cloruro di propilene, tetracloroetano, ni-
trometano, clorofenolo, meta-cresolo, acido acetico, acido
formico, dimetilformammide, dimetilsolfossido, alcoli, dios-
sano, idrocarburi quali benzene, toluolo, chetoni, esteri,
siridina, cloroformio, miscele etanolo — H,0, etanolo —
2Cl,, isopropanolo - metiletilchetone,
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Gli additivi pit sopra menzionati hanno Ia funzione di
aggregare o reticolare 'agente attivo nella fase di miscela-
zione di questo con la matrice polimerica.

Fra gli additivi utilizzabili si possono particolarmente
menzionare:

a) polimeri a differente peso molecolare non solubili
nel solvente della matrice polimerica: ad esempio poliam-
mine quali polietilenimmina, poliacrilammidi cationiche e
anioniche, poliamminoacidj quali polilisine, polistirene' sul-
fonato, acidi policarbossilici, polivinilalcoli, polivinilpirro-
lidone,,

b) reagenti polifunzionali
isocianati, i tioisocianati ecc,

Tutti i dettagli operativi saranno evidenti dalla lettura
dei seguenti esempi, che hanno il solo intento dj illustrare
Pinvenzione senza limitarne gli scopi.

quali le aldeidi alifatiche, gli

Esempio 1
Sfere di B-galattosidasi ottenute inglobando cellule di Sac-
charomyces [actis.

Si prepara una soluzione al 10% in peso di acetato di
cellulosa (Fluka) in acetone (Carlo Erba). A 375 gr. di que-
sta soluzione polimerica sono aggiunti sotto agitazione
154 gr. di pasta cellulare (peso secco = 35,8 gr.) provenien-
te da due litri di fermentazione di Saccharomyces lactis.

Si ottiene una dispersione cellulare che, introdotta in un
contenitore di acciaio viene estrusa attraverso um capillare
di 0,4 mm di diametro per semplice pressione di azoto.

I1 sottile filo estruso, dopo una caduta di circa 20 cm, si
trasforma in successione dj gocce che cadendo in un ba-
gno di acqua coagulano in forma di sfere,

Si raccolgono circa 800 gr. di sfere umide che essicca-
te in corrente d’aria pesano complessivamente 73 gr. Un
grammo di queste sfere sono incubate a 25°C con 200 ml
di una soluzione di lattosio anidro (4,75%) contenente
MgSO, . 7H,0 2 mM, ED.TA. 1 mM, in tampone fosfato
0,1 M pH = 7. Dopo due ore di reazione I'80% del lat-
tosio & trasformato a glucosio e galattosio come risulta dal-
Panalisi del gtucosio eseguita con il glucosio-test (Boehrin-
ger). L'idrolisi del lattosio con le stesse sfere & stata ripe-
tuta per 20 volte consecutive senza osservare alcuna per-
dita di attivita,

Esempio 2
Stere di penicillina-acilasi ottenute inglobando cellule di
E. Coli dopo trattamento con poli-etilenimmina.

Cellule di E. Coli (peso secco = 20 gr.) contenenti
1.10° unita sono sospese in 875 gr. di acqua e trattate per
10’ sotto agitazione con 25 gr. di una soluzione al 3,3%

di poli-etilenimmina (Polysciences). Si ha formazione di ag-
gregati cellulari che facilmente sedimentano.

La pasta cellulare & poi risospesa in un piccolo volume
di acqua (peso totale = 127 gr.) e mescolata vigorosamente
con 157 gr. di una soluzione al 10% dj acetato di celtulosa
(Fluka) in acetone (Carlo Erba). Con la tecnica descritta
nell’esempio n. 1 si preparano 35 gr. di sfere (peso secco).
Una parte di queste sfere (5 gr.) & incubata a 37°C in 400 ml
di una soluzione di penicillina G (Squibb) al 6% in tam-
pone fosfato 0,02 M pH = 8. L’attivit iniziale esplicata
¢ di 60 000 unita (micromoli/ora di penicillina G idroliz-
zata) e Pidrolisi totale si completa in circa 4 ore. Le stesse
sfere, utilizzate ripetutamente per 20 idrolisi consecutive,
conservano il 60% delPattivita iniziale.

Esempio 3
Sfere di penicillina-acilasi ottenute inglobando cellule di
E. Coli dopo trattamento con poli-etilenimmina e glutaral-
deide.



644 387

Cellule di E. Coli (peso secco = 20 gr.) contenenti
1.10° unita sono sospese in 400 gr. di acqua e trattate sotto
agitazione per 10’ con 25 gr. di una soluzione al 3,3% di
polietilenimmina (Polysciences, Inc.) e 5 gr. di una solu-
zione al 25% di glutaraldeide (Merck).

Le cellule raccolte per sedimentazione sono mescolate
vigorosamente con 157 gr. di una soluzione al 10% di ace-
tato di cellulosa (Fluka) in acetone (Carlo Erba).

La preparazione delle sfere avviene con la tecnica de-
scritta negli esempi precedenti. Si ottengono 40 gr. di sfere
secche di cui una parte (5 gr.) viene usata per il controllo
dellattivith nelle stesse condizioni dell’esempio n. 2. L’at-
tivita esplicata & di 50 000 unita e Pidrolisi si completa in
poco pitt di 4 ore. A differenza delle sfere preparate in as-
senza di glutaraldeide queste dopo 20 idrolisi ripetute con-
secutivamente mantengono inalterata I'attivita iniziale.

Esempio 4
Sfere di glucosio-isomerasi ottenute inglobando cellule di
Arthrobacter sp. dopo trattamento con. poliacrilammide (Pro-
defloc A/1S).

A 10 litri di brodocoltura di cellule di Arthrobacter sp.
contenenti enzima glucosio isomerasi si aggiungono al ter-
mine della fermentazione 500 gr. di una soluzione al 3%0
di Prodefloc A/18S. Si tiene la sospensione cellulare in agi-
tazione per 20’ dopo di che le cellule sedimentano. La pa-
sta cellulare (peso secco = 150 gr.) raccolta viene risospesa
con acqua fino ad un peso di 600 gr. e mescolata vigorosa-
mente con 1500 gr. di una soluzione al 10% di acetato di
cellulosa (Fluka) in acetone (Carlo Erba). Con la tecnica
descritta negli esempi precedenti si preparano le sfere. Un
grammo di queste sfere sono incubate a 60°C in 100 ml
di una soluzione di glucosio al 50% (peso/ peso) contenente
MgSO, . 7H,0 5.1073 M, CoCl, 10~* M, Na,S0; 0,1 M
pH = 7. Mediante misure polarimetriche si determina Pat-
tivita che risu'ta essere di 100 unitd internazionali (micro-
moli di fruttosio prodotte/minute) con una resa (attivitd
esplicata/attivita inglobata) del 56%.

Tali sfere utilizzate in continuo per 20 giorni consecu-
tivi nelle condizioni di saggio per 20 giorni consecutivi non
perdono attivita.

Esempio 5
Sfere di glucosio-isomerasi ottenute inglobando ’enzima in
soluzione dopo trattamento con polietilenimmina e ghutar-
aldeide.

Si prepara la soluzione dell’enzima sciogliendo 2 gr. di
polvere di glucosio-isomerasi (Godo Shusei) in 8 gr. di
acqua.

Questa soluzione & addizionata sotto agitazione di 4 gr.
di una soluzione al 3,3% di polietilenimmina (Polyscien-
ces, Inc.) e 4 gr. di una soluzione al 2,5% di glutaraldeide
(Merck). Questo preparato enzimatico viene mescolato a

15 gr. di acetato di cellulosa (Fluka) sono sciolti con

85 gr. di acetone (R. P. Carlo Erba). Alla soluzione poli-

merica sono aggiunti lentamente e sotto agitazione 15 gr.

di una soluzione in acqua di polietilenimmina cloridrato al
5 33% (peso/peso) (Polisciences, Inc.) e 5 gr. di una solu-

zione all’1% di glutaraldeide (Merck). La miscela viene

travasata in un cilindro di acciaio collegato in alto ad una

bombola di azoto ed in basso ad una filiera immersa in

un bagno ad acqua.
10 Esercitando una pressione d’azoto la miscela fluoriesce
dalla filiera e per coagulazione si ottiene un. filo continuo
che viene rotto da una taglierina in spezzoni da 1-2 cm.
Un grammo di questi corpi cilindrici & messo a contatto
per 4 ore con: 50 mi di una soluzione di rame alla concen-
trazione di 18,3 ppm ottenuta sciogliendo CuSO, . 5H,0 in
acqua distillata. Con uno spettrofotometro ad assorbimento
atomico (Varian-Techtron 1200) si misura il contenuto di
rame (1,1 ppm) nella soluzione trattata con i cilindretti.
Dopo lavaggio dei cilindretti con 50 ml di HC1 1 N si dosa-
no nelle acque 17 ppm di rame. I cilindretti sono di nuovo
messi a contatto per 4 ore con la soluzione di rame sopra-
citata e si dosa di nuovo in soluzione il contenuto di rame
che risulta di 1,2 ppm. Si ripete Ia procedura descritta per
10 volte senza che i cilindretti perdano fa capacita di se-
questrare il rame.
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Esempio 7

Fibridi di invertasi ottenuti inglobando Ienzima in solu-
zione addizionato di polivinilpirrolidone. 7

Una soluzione (50 gr.) di invertasi (B. D. H.) dopo ag-
giunta di 10 gr. di polivinilpirrolidone X - 30 (Fluka) viene
mescolata vigorosamente con 333 gr. di una soluzione al
15% di acetato di cellulosa (Fluka) in acetone (Carlo Erba).
1l preparato, introdotto in un autoclave, & estruso mediante
pressione di azoto (50 Atm) attraverso un ugello di 500
raccogliendo una polvere secca tipo fibride la cui granu-
lometria varia tra 160 e 1600 . L’attivitd dell’enzima in-
vertasi inglobato nei fibridi & stata dosata su una soluzio-
ne di saccarosio al 20% in tampone fosfato 0,1 M pH =
a 25°C. L attivita espressa come mgr di saccarosio invertito
per minuto e per grammo di fibrile varia tra 8 e 50 ase-
conda delle dimensioni del fibride.
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Esempio 8
Fibre di idrossipirimidina idrolasi e N-carbammil-D-ammi-
noacido idrolasi ottenute inglobando cellule di Agrobacte-
rium radiobacter dopo aggiunta di polietilenimmina.
Celiule di Agrobacterium radiobacter (peso secco =
4 gr.) sono sospese in 100 gr. di acqua e trattate sotto agi-
5o tazione con 2 gr. di una soluzione al 3% di polietilenim-
mina (Polysciences, Inc.), Dopo 10’ si arresta Pagitazione
e le cellule sedimentate sono raccolte e sospese in 25 gr.
di acqua. Questa sospensione & mescolata vigorosamente
con 20 gr. di una soluzione al 20% di acetato di cellulosa

4

"

temperatura ambiente con 100 gr. di una soluzione al 10% 55 (Fluka) in acetone (Carlo Erba). Il preparato & introdotto
di acetato di cellulosa (Fluka) in acetone (Carlo Erba). in un cilindro di acciaio collegato in alto ad una bombola

Con la tecnica descritta negli esempi precedenti si pre- di azoto e irx basso ad una filiera monobava (¢ = 1 mm).
parano sfere il cui peso dopo essiccamento all’aria & di Mediante una pompa dosatrice si estrude il préeparato dalla
12 gr. Una parte di queste sfere (2 gr.) & incubata a 60°C filiera sotto forma di filo continuo che si essicca all’aria per.
con 100 ml di una soluzione di glucosio al 50% (peso/peso) 6 evaporazione dell’acetone durante una caduta di 4 metri.
contenente MgSO, . 7TH,0 5.107* M, CoCl, 10—* M, NaSQO, L’intero filo (peso secco = 8 gro) & incubato a40°Csotto”
0,1 M, pM = 7 per la determinazione delPattivita che ri- battente di azoto in tampone fosfato 0,1 M pH = 8 conte-  _
sulta essere di 500 unitd internazionali con una resa del nente 4 gr. di D,-L-fen@l‘idan.t'oixi'afper il dosaggiq nell’at-_ .
30-40%. tivita dei due enzimi. Dopo 20 ore di reazione si ottienéla” .

¢s completa conversione dell'idantoina‘a )(—)fenilglicina come

dimostrato dall’analisi eseguita _all"anaIiZZa’t‘c_)‘rﬁc},' di‘ammino- |,
acidi. Lo stesso filo utilizzato ripetutamente per 10 idrofisi”
consecutive perde 30% dellattivitd iniziale. =~

. Esempio 6 7
Corpi cilindrici di acetato di cellulosa inglobanti il seque-
stante polietilenimmina.
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