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DESCRIZIONE

1. fitolo della invenzione:
"Procedimento pef purificare la s-adenosileL-
metionina" |
2..Rivéndi§azione: A
. Procedimento per purificaré la s—qdenosil—Ln
metionina che cqnsiste nel éott0porreunlliquido
contenen&e S-adenosil—L—metionina gfezza‘ad un
processo di-pgfificazione, detto processo'egséndo Ca~-
rapterizzato nel fatto che detto processo di purifi-
cazione consiste, in una sequénza des;derafa, di
(A) almeno una fase di trattamentodi detto liguido
con una resina scambiatrice di cationi debolmente

acido tipo—H+ e (B) almeno una fase di trattamento

con un adsorbente costituito da una resina sintetica

porosa, - - .
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3; Descrizione deftagliata della Invenzioner

La pfesen%e invenzioné riguarda un procedimen~
to per pﬁrificare 1a.Sfadenosil—L-metionina (che qui
di seguito verra abbreviata in SAM), e, pil in par—

ticolare, riguarda un procedimento per isolare e

purificare in modo efficace SAM avente un elevato

grado di purezza da un liquido contenente SAM grezzo

avente impurezze.

SAM & una sostanza importante che partecipa al

- metabolismo ai grassi, proteine, e carboidrati

in vivo, RERecentemente, si & trovato che SAM ha
un effetto terapeutico su jecur adiposum, su iipemia,
afteriscleSOSi. algestesi neuropatia di artrosi
degenerativa, psicogenesi neuroéatica; deﬁressione
ed inspnnia;

Fino ad ora sono noti molti procedimenti per la

purificazione di SAM. Tra gli esempi specifici noti

-sono compresi (1) un procedimento che comprende una

fase di trattamento con una resina scambiatrice di
cationi fortemente acida e una fase di trattamento

con carbone attivato (pubblicazicne di brevetto

giapponese No. 13680/1971), (2) un procedimento che

consiste nel trattare con una resina scambiatrice di
cationi debolmente acida (Emzymologia, VOL; 29,
page 283), (3) un procedimento che comprende una Ffase

di trattamento con una resina scambiatrice di cationi
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debolmente aciQa tipo H' e una fase di frattamento
con carboﬁe attivato (pubblicaiioﬁe di brevetto
giapponese No. 145299/1981), (4) un procédimento che
consiste nel trattare éoniuna resina chelato (pubblica~
zione dinbrevetto giapponese No, 20998/19?8) e (5) un
procédimento che passa attraverso a un sale del SAM con
acido picrico oppure con aqido picroloﬁico'(brevetto
UeSe 3.707.536 e brevetto U.S. 3.954.726).

Di quesfi,lil protediﬁento (2) & pin semplice
ed & piu EConomico risﬁetto a{procedimento (i), (4)

oppure (5). Perd ha 1'inconveniente costituito dal

~ fatto che la separazione del SAM da impurezze & ine

completa € non si pud ottenere SAM avente un elevato
grado di purezza come quello che pud venire usato

in qualita 4i sostanza medicinale. Il procedimento

(3) che & un perfezionamento rispetto al procedimento

(1),'possiede un difetto, che, sebbene il grado di
purezza aumenta, poiché 1'adsorbiment0.di SAM su cérbone
attivato & notevole, la resa di ricupero_di SAM &
ridotta, e quando si fa aumentare-ia quantita di un
solvente organico in un eluente allo_sc0po di fare
auﬁentare la resa di ricupero si ha come risultato
1l'inconveniente costituito da una insufficiente Sem-

La Richiedente ha efféttuato estese ricerche
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aiio SCOpoldi elimiﬁqfe questi difetti nelia tecnica
tradizionéle'e!ha trovato che si pud isolare SAM e si
puo ﬁurificafio da un liquido che contiene SAM greZzo,
in ﬁodo efficace, mediante uﬁa combinazione di un trat-
tamento con una resina scambiatrice di cationi debol-
mente écida tipo ' e un trattamento con un adsofbente
‘costituito da una resina sintetica porosa.

Cio2, uno scopo della presente invenzione e
- quello di realizzare un procedimento per iéolaré e
pﬁrificare SAM con elevato grado di purezia éon hicna
efficienza, Tale scopo della presente invenzione
viene otfenuto sottoponendo un liéuido che contiene :
SAM grezzb ad un procesdso di purificazione il qua}e
¢ costituito, secondo qualsiasi‘sequenza desiderata,
da (A) almeno una fase di trattamento del_liquidol
contenente SAM grezz0 con-una resina scambiatrice di
- cationi debolmente acida tipo H' e (B) almeno una
fase di trattaménto con un adsorbente costituito da
wia resina sintetica porosa. |

I1 procedimento per produrre il 1iquido che
contiene SAM grezzo adottato nella presente inven--
zione non é‘ﬁafticolarmente.iimitato. Esempio sono

L :
un ‘proceimento che compremﬁll sottoporre a coltura

un microorganismo appartenente al genere Saccharomyces,

Candida oppure Mucor capace di produrre SAM, in
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un mezzo di colfura contenente metioniné, produrre é_
accumularé SAM all'interno delle cellule microbiche e/o
senza le cellule microbiche e es;raendo il brodd di
‘coltura con una sostanza estraente per esempio acido
perclorico, aqido éloridrico, acido solforico oppure
acido formico; acido fosforico , ecc.0ppureisotton
poﬁendo ad.una reazione enzimatica adenosina trifosfato
e metionina in presenza di ﬁetionina-adEHOSiltransferaSisﬁ

Nella presente invenziome & essenziale condurre
(A) almeno una fase di trattamento del Xquido che. |
contiene SAM grezzo conA;unarresina scambiatrice d4i
cationi debolmente acida tipb H e (B) alﬁeno una
fése di trattamento con un adsorbente costituite da
una resinalsintetica porosa, qﬁando si tratta tale
liquido confenente SAM grezzo.

si efféttua il trattamento (A) nel modo che
. segue, | 7

Ciqé, si regola il pH del liquido che contiene
SAﬁ grezzo uéualmente g.2,5-6,5 preferibilmente.a
4-6,5. In quel caso, quéndo il pH del liquido che
§ contiene SAM grezzo & troppo basso, é-éifficile che
i1 SAM venga adsorbuto sulia resina sambiatrice
di ioni. se il pH del liquido & troppo elevato, SAﬁ
diventa difficile a degmporsi. I1 metode di regola—

zione del pH non & particoiarmento limitato, E!' prefe-
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ribile un procedimento in cui si usa una combinaQ

zione di un acido e di un alcali capace di formare un
precipitato difficilmente solubile oppure insolubile

in acqua, 0ppufe si usa una resina scambiatrice di naio-
ni (fipq OH )u | |

Successivamente si pone a contatto il liquido che
céntiené SAM grezzo con la resina scambiatrice di catio-"
ni debolmente acida tipo H+, per adsorbire selettivae-
menté il SAM avente una carica positiva e togliere-
le impurezze che hanno cariche neutre e cariéhe‘nega—
tive,

La resina scambiatrice di cationi debolmente,l
acida usata pﬁé essere gualsiasi aﬁente gruppo
carbos;;iico come un gruppo scambiatore di ioni.
ESEméi.specifiCi sono Amberlite IRC-50 e ' IRC=80
(prodotti della ditta Rohm & Haas Cb.) e Diaion WKQOA
(gn prodotto della Mitsubishi-Chemical Co., Lbd.)}.
Inoltre, si pud effettuare il contatto adottando
un metodo discontinuo oppure adottando un metodo nel
quale si usa una colonna. Il metodo nel quale si usa
uvna colonna & preferito per 1a possibilita di redlizzan
zione, la facilita di alloﬁtanamento delle impurezze,

I1 SAM adsorbito sulla resina scambiétrice di

ioni viene separato effettuando una eluizicne fra—

zionata della resina con una soluzione acquosa &i
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un acido inorganico oppure organico avente un PH U=
qialmente non suberioré a 3,0 preferibiimente compreso
tra 0,2 e 2;0. Lfacido usato non é particolarmente
limitato. ESempi includono acido cloridrico, acido soOl=
forico: acido fosforico, acido‘acetico e acido p=to=
" juensolfonico, Se necessario, prima dell'éluizione
Prazionata di SAM, si possono allontanare tracce di
impurezzé presenti lavando com acqua oppure con una
soluzione acquosa diluita di un acido (per esembi& aun
pH di 3,50 superiore) se richiesto,

Nel frattempo, la fase di tréttamento (B} viene
effgttuata nel modo seguente._‘

Primo, ilrliquido contenene SAM grezzo viene
regolato a pH 6,5 O adrun.vaiore inferiore e viéne
quindi posto a contatto con 1l'adsorbente cgstituito
da una resina sintetica porosa. In questo caso, la 1
;egolazione del pH e il contatto con l'adsorbente’
possono venire effettuati in modo uguéle a quello de-

{scritto nella fase‘di trattamenté (A}, I1 contaﬁto con
1'adsorbente da come risultato un adsorbimento
selettivo di ammine, metiltioadeposina (ii prodotto
di decomposizione di SAM) é sostanze coloranti.
scegliendo condizioni come quelle descrifte qui d4i
sequito, si pud Ffar passare o fare adsorbire il SAM.

Nel caso dell'adsorbimento, il SAM pud venire fatto se-—

parare selettivamente effettuando una eluizione fra-
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zionata_dell'adsorbente con una soluzione acquosa di
un acido inorganico oppure organico avente un pH ncn
| superioré a 3,5'preferibilmente-compresé tra 0,2 e
2,0.

Gli acidi inorganici e gli acidi ofganici che
possono venire usati possono essere uno qualsiasi di
Iquelli che irentrano nella medesima catégoria illu-
strata nella fase di trattamento (4), e si possono
usare congiuntiamente con un SOiVente organico com;
mgtanolo! etanolo, n-proPapolo, isoprcpanolo, acetone,
metiletilchétone, metilférmiato, etilacetato, diossano,
tdlﬁeﬁe ecc,, purché esso sia in una quantita tale
che possa dare una soluzione ombgenea. Se si desidera,
inoltre nel medesimo modo descritto nella fase di
trattaﬁento (A) si possono allontanare tracce di
impurezze mediante lavaggio coﬁ acqﬁa oppure con una
goluzione acquosa diluita 4i un acido prima dell'eluzi-
zione frazionata;t

L*adsorbente costituité da una reéiné sintetica
porosa usato nella éresente invénzione é insolubile
in écqua ed ha wna struttura macro-reticolata. Tra ~gli
'=esempi; specifici sbno compfési adsorbenti ndn polari
basati su un copolimeroc stirene.divinilbenzene, come
per eseﬁpio amberlite ¥AD-2 e XAD-4 (prodotti della

ditta Rohm & Haac Co,) e Diaion HP=10, HP-20,

HP-30, HP—40 e HP=-50 (prodotti della ditta Mitsubishi’



Chemical Co,, Ltd.)}, e adsorbenti moderatamente po-
lari bésati su un polimero di un acrilato e/o di un
metacrilato oppure un copolimero di tali monomeri con
un monomero non-polare ﬁer esémpio stirene e divinile-
| s&réne, ecc. come per esempio Ambérlite XAD-7 @ XAD-8
(prodotti_della Rohm & Haas Co.).e Diaion HP=-ZMG
~ (un prodotto Qelia ditta Miéﬁbishi Chemical Co,, Ltd.):
ecé. se si desidera, si possono usare éuesti adsor-
benti in combiﬁazione.' B
‘Questi adsdrbeﬁti sono éomuni in quanto essi
‘ édsbrbono selettivamente sostanze estranee nel liquido
contenene SAM grezzo, per esempio ammine, sostanze
‘cqloraﬁti ecc, Adsorbimento per SAM é séléttivo a
secondo la zona di ptb. Adsorbimento ha luogo in con-—
dizioni di acidita relativamente deboie, ma non in
condizioni di acidita relativamente forte.

| Nella presente inveniione, il trattamento della
fase (A) e il trattamento della fase (B) vengono
effettuati, almeno una volta. La sequenza del trat-
tamento pud essere dispasta in'modo appropriato,
Esempi preferiti della sequenza sono (1) (A) e quindi
(), (2) (®) e quidi (A); (3) (A), (B) e quindi (a);
e (4) (B), (A) e gquindi (B)., Se necessario, inoltre
la fase di tfattamento (A) e/o 1a féserdi tratta=

mento (B) possono essere aggiunte, Perd, poiché con
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'nscelti;

1'avmento del numero delle fasi di trattamento, le fasi
diventano Eompiicate e-viene ridotta la economicita,
detti quattro fipi di cémbinazioné vengono di-solito

_Quando_si deve effettuare la fase:di trattamento
(B) prima della fase di Erattameﬁto (A), & vantaggioso,
dal punto di vista oPefativo, realizzare condizipni'
tali che le impurezze vengano adsorbite selettiva—

meﬁte sulltadsorbente di resina sintetica.

Esempi specifici sono, ad esempio un procedimento

che usa adsorbenti non polari, oppure un procedimento

in cui si effettua contatto in condizioni di acidita

‘ad un pH non superiore a 3,5 preferibilmente compreso

~ tra 0,2 e 3,0, usando un adsorbente moderatamente polare.

‘Quando la fase finale del processo di purifi-
cazione é& 1l trattamento (B), & possibile separare
SAM, una volta fatfo adsorbire adsorbenti 4i resina sin-
tetica o far passaré SAM senza adsorbimento;

In questa invenzione la frazione di SAM eluita
da_ tale fase di pufificaziqne;viene concentrata a
pressione ridotta, seisi desidera » € successivamente,
éséa viene posta a contatto con un solvente organice
come metanolo, etamolo, n-propanole, isopropamio,
n—butanolo, isobutanolo, metossi etanolo, acetone, me-

tiletilchetone, metilformiato, etilformiato, metil-

acetato, etilacetato, butilacetato, diossano, ecc.,



per ottenere cosi un precipitato di un sale formato

* L4

tra SAM e un acido inorganico oppure organico,

Si pud ottenere una polvere di un sale tra SAM

e un acido inorganico oppure organice allontanando

l'acidorin eccesso dal 1iquido di eluizione di SAM
usando una resina scambiatrice di anioni (tipo OH )
oppure un alcali in grado di formare un sale insolu=-
bile in acido e in acqua, senza ajuto di un solvente

organico, nella eluizione frazionata di SAM e, suc--

. cessivamente, evaporando il solvenre a pressione ri-

'dotta Fino a secco,

. Poiché la resina scambiatrice di ioni debolmente a-

. . -+ - . . . c
cida tipo H wusata 1n questa lnvenzione viene rigenerata

in corrispondenza di uno stadio nel qﬁale SAM & stato

eluito, ad un tipo H+, essa pud essere usata ripetu=
taménte soltanto conllavaggio con acqua € non & sempre
necessario, pertanto.rsott0por1a a uno speciale
trattamento di rigenerazione, Inoltre, l!'adsorbente
resina sintetica pud venire rigenerato facilmente
per esempio mediante iavaggio con una soluzione
acquosa al 50% di metanolo e, quindi, mediante lavag-
gio con acqua. | ﬁ

Cosl, secondo la présente invenzione, si éué ote=
tenere con efficacia SAM avente un grado di pureéza,

polto elevato effettuando operazioni semplici nelle
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quali si usano sostanze che sono facili da rigenerare,
Gli esempi che seguono illustrano pid in de
particolare la presente invenzione,

Esenpio 1

- 8i & sottoposto a coltura Saccharomvces cerevisiae

(IFO 2044) nel mezzo di coltura di F. Schlenk, et ai,
[{Journal of Bioiogical Chémistry, Vol.229, pag.1037 |
'(1957)] ottenendo cosi cellule microbiche aventi in
_esse_accumulaté i1.SAM. Si sonolposti iﬁ sospensione
210 g delle cellule cosi_otténute in 1000 m1 di acido
perclorico 1;5N e si é-estratto con sbattimento a
températura ambiente per un'ora, Successivamente, 1
:residui di cellule sono stati fi%ossi med;ante Se— .
parazione ceﬁtrifuga. 8i & aggiunto bicarbonato dj
fotassio all'estratto per regolarne ii PH a 5,0,

11 precipitato cosl ottenuto di éerclorato di potagsio
@ stato -separato filtrando mediaﬁte aspirazione e si
son§ ottenuti cosi 1C80 m; di un éstratto Eontenente
1,15 g di samM,

si € fatto passare l'estrétfo attraverso ad una

caionna riémpita con 200 m! di una resina scambiatri-.
.ce di cationi debolmente acida, AmberliterIRC~507(tipo
H+) (un Marchio di Fabbrica Per un prodotto della
ditta Rohm &_Baés Co.) pér adsorbirs i1 saM, Si &
lavata la colonna con 400 ml di acido acetico C,0001N

e s1 & effattuata una 2luizione frazionata con acido

solforico 0,1N ottenendo cosl 630 ml di una soluziore



T - ai sam,

“ - 2! é ¥egoleta la soluzione di SAM cosi 6ttenUta_

;j . - . apH 4,57¢on una resina scambiatriée di anioni debol-

;ﬁ . -' : mente basicé, Amberlite TRA-45 (tipo OH ) {(un Marchio

'-di.Fabbrica per un prodotto della ditta‘Rohﬁ & Haas Co.)
7e quindi si & fatto passare attravérso ad ﬁnajcolonna
riempita con'1,5 litri 'di Amberlite XAD-7 (un Marchio

- di Fabbrica per un adsorbente costituito da una resi-

if‘—: ... .na sintetica tipo acrilato fabbricato dalla ditta .
- Rohm & Haas Co.) allo scopo di adsorbire il SaM, Si
'fé lavata la colonna con 2 litri di acido acetico 0,0001N

e, quirdi, si & eluito frazionatamente con acido sol-

forico O, 1N ottenendopcdsi 144Q ml di una _frézione eliita
ai sam, o .
E o 7 o 81 e concéntfata la £razibne eluita di SAM a pressione
| fidotta-finé'a che il suo volume totale‘é diyentéto |

200 ml; Successivamente, si soﬁo aggiunti BOO ml d4i

acetone ottenendo cosi un precipitato di solfato di

SAﬁ; Si.élfaccolto i1 precipitato ﬁediante separ-azions.
‘centrifuga, lo si & sciolto in una piccola gquantita

di acqua e, quindi lo si & liofilizzato ottenendo

cosil 1,74 g di solfato di SAM sotto forma di una pol-

vere bianca-, che era uniforme e

==. nella cromatografia su carta e nella cromatogra-

fia in strato sottile su .gel di silice. - =




-

-6 = | - '7f¥"W%v

La resa di isolamento di SAM e il suo grado di pu;

rezza sono‘igdicati nella tabella 1.' i

Eseméio 2 |

100 ml di un estratto contenep%é J,bslgwdi éAM-Si“géno otteﬁuti

:in'modo-uguale a quello descritfo'nell‘eéémpiof1~ guesto estrattb
e ;tato Fatto paséaré attraverso ad una colonna riem- '
pita.cdn 200 ml di Amberlite IRC-84 (tipo HT) (un Mar—k-
chi; éi Fabbrica pef.una resina scambiatrice di ca- |

..tioni'debolmente acida prodotta dalla Rohm & Haas‘Co.)_‘

allo scopo di adsorbire SAM, Si & lavata la colonna

i con 400 ml di acido cloridrico 0,0001N e, quindi,

- si & effettuata una eluizione frazionata con acido

' cloridrico ottenendo cosl 640 ml di una soluzione di

"~ SAM.

Si & regBiata la frazione eluité di.SAM a pH 4,8 con
Amberlite IRA-45(tipo OH ), una resina scambiatrice
-di aniéﬁi debélmente basica é, quindi, si & fatto
passare attraverso a una colonna rieﬁpita con 1,5
-iitfi di Aﬁberlite XAD-7 (un Marchio.di Fabbrica
per un adsorbente di resina sintetica predotto dallé
ditta Tohm & Haas Co.) per adsorbire SAM. Si & la-
véta la colonna cén 2 1litri di acido acetico 0,0001N
e, éuindi, si & effettuata una eluizione frazionata
facendo_pgssare un solvente misto costituito da acido

cloridrico 0,1N e da acetone (in un rapporto in volu-
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me di 1:0,1) in'modo da ottenere 1120 ml di soluzione

“ . - di sAM,

T

.81 é concentrata la frazione éluita;di'SAM a pressione

Q{;" - | rldotta firo a che 11 suo volume totale = dlventato
- . 200 m1 e, quindi, si & aggiunta Amberlite IRA-45
(tipo OH ), una fesina scarbiatrice di anioni debol-
mente basica, per regolare il pH.della sdiuzioﬁe
ad 1,0;'Si e sépafata 1a resina filtrando medianté
'. aspirazi5ne e sié concentrato il fiitratb a.preséioé
ne fidotta. $i & liofilizzato il concéntrato ottenendg :
. cosi 1,19 g ai cloridrato di SAM sotto forma di una
‘poivere bianca, che risultava uniforme-neila-cromalo-

- grafid si== S ‘.f,:g carta e nella cro-

- matografia in strato sottile su gel di silice.

La resa di ricupero di SAM e i1 suo grado di pu-

rezza sono indicati nella éabel}a Te.

Esempio.3 |

Si éono ottenuti.9sd?ml di’ﬁnﬂéstrétto contenente 0,98 g
- d1 SAM ottenuto in modo uguale a quello descritto

Questo.. estratto & stato fatto passare

nell'esempio {,/Attraverso ad una colonna rlemplta_

con 200 ml di Amberlite XAD-2 (un Marchio di Fabbrica
per un adsorbente tipo stirene-divinilbenzene pr dotto
dalla ditta Rohm & Haas Co.) psenza adsorbire. SAM.. .

Si sono raccolte le frazioni contenenti SAM e si & .-

3
i
!
i
i

aggiunto bicarbonato di potassio allo _SCOPO me—wwm
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© Prazione eluita di SAM.

+
; -
i
'
v
¢

una polvere bianca , che era UNIforme e

— 18 - . - .—_ u'-m;
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-

di regolare il'pH a 5,0. Si & separato il precipitato

| cosl ottemuto di perclorato di potassio filtrandolo

mediante aspirazione, per ottenere una soluzione di.SAM.

Quindi, si & fatta passare la soluzione di SAM

attraverso ad ura colonna riempita con 200 ml di

,Amberiite RC-50 (tipo H') una resina scambiatrice di

Fy

cationi debolmente acida, per adsorbire SAM. Si é_ian

" yata la colonna cbﬁ'400 rml di acido acetico 0,0001N

e si & effettuata una eluizione fraziorata con aci-

do solforico O,1N otteﬁendo‘cosi 630 ml di una -

81 & concentrata la frazione eluita' di SAM:cosi otte-~

nuta a pressione ridotta fino a che il suo volume

totale & diventato 200 ml e, quindi, si sono aggiunti

. 800 ml1l di acstone ottenendo cosi un precipitate di

»

solfato di SAM. Si & raccolto il precipitato separan-
dolo mediante centrifugazione, lo si & sciolte in una
piccola quantita di acqua e lo-si & liofilizzato ot-

tensndo cosi 1,50 g di solfato di SAM sotto forma di .

nella cromatografia su carta 2 nella
cromatografia in strato sottile su gel di silice.
' La resira di ricupero di SAM e i1 suo grado di

purezza sono indicati nella tabella 1.
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Si,quofpxodotte.cellulermicrobiche aventi SAM
accumulato adotténdo un'ﬁetodo'uguale a.quello de~
'scritto nellJesempib Te Si sono posfi in sospensione _

'~ 200 g delle cellule microbiche in 1050 ml di acido
':formlco O,1N. Sl e rlscaldata la sospnnglono a 60°C
per 10 minmuti e quindi la si erlmmedlatamente raffred--

data. 81 sono separate le callule medlante scpar321ore

_centrlfuga ottenendo cosi 1020 ml di un estratto con

,tenenti 0,91 g di SAM,
o . 8i & fatto passare 1l'estratto attraverso ad una.

colonna riempita con 200 ml di Amberlite XAD-8 (un

Marchio di Fabbrica per un adsorbente costituito
da un acrilato prodotto dalla Rohm & Haas Co.)

:sgnza adsorbire SAM,

. Le frazioni contenenti-SAM-sono state raccolte.

R
P

e-regolate: a pH 5,0 con Amberlite IRA-45 (tipo OH ),
B o " una resina scambiatrice di anioni debolmente basica,
S - . re
Lo g e, quindi,sono state fatte Passd/stiraverso ad una
colonna riempita con 200 ml di Amberlite IRC-84 (tipo
H+), una resina scambiatrice di cationi debolmente
acida; per adsofbire SAM, Si'é lavata la colonra con
400 ml di acido cloriérico 0,0001N e, quindi, si &

effettuata una eluizione frazionata con acido clori-

it il Bt
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) | | drico 0,2N ottenendo cosi 710 ml éi una frazione

. eluita di *SAM.” |

Q | - . Si é\aggiunta amberlite IRA-45 (tipo oH "), una

e S ' resina‘scambiatriée di anio@i debolmenté basica, alla frazipne
eluité_rf di SAM per regolare'il'pH ad 1,0. Si &

{ =f ‘,:_t' separata la pesiha filtrando mediante aspirazione,
si & concentrato il filtfatdla pressione ridotta e

si & liofilizzatg ottenendo cosi 1,01 g di cloridrato

di. SAM sotto forma di una polvere bianca. Questo pro-

~

dotto ha presentato una singola macchia nella croma-

tografia s@.carta e nella cromatografia in strato sot-
tile su gel di silice, | |
La fesa di isoiaméhtd ai SAM e il suo grado di
- purezza sono indicati nélla tabella'1.-' 
' .EsemEiO‘5 . )

630 ml di una soluzione di SAM, che & stata otte-

nuta mediante trattamento con un adsorbente stirene/
- -+ divinilbenzene e con la resina scambiatrice di catio-
o i . S '
ni debolmente acida tipo H in modo uguale a quello
descritto nell'esempio 3, sono stati fatti passare
attraverso ad una colonna riempita con. 200 ml di

di resina sintetica
un adsorbente/tipo acrilato Amberlite XAD-7 par ad--

sorbirs sostanze estrance.

Le frazioni contenenti. SAM sono-state:raccolte e

— e U -

bl
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concentrate . <~ . a pressione ridotta fino a che

’ . il lorov. volume fotale & diventato 200 ml. Quindi, si

Mol

~ sono éggiunti 800 ml di acetone ottenendo éosi un pre-

i ‘ '7.‘- i ‘cipitato di solfato di SAM, Si é raccolto il precipi-
féto'mediante separaiione eentrifuga, lo si & sciolté

'é A o i- in una piccola quantita di‘acqua e lo si &-liofilizzato
ottenéndo cosi 1,46 g di solfato di SAMAsotto Forma

dl una polvare bianca, Questo prodotto ha presentato

: una singola macchla nﬂlla cromatografla su carta e

b

c L . nella cromatografia in strato sottile su gel di sili-

Cea

T La.resa di ricupero di SAM e il suo_gfado di

purezza sono indicati nella tabella 1.

Esempio di confronto 1

. o .. 950 g di un estratto cﬁntéﬁenti 0,98 g di
S5AM, ottenuto in modo uguale a qu0110 descritto nel-~
“1'esempio 1,-sono stati regolauw a pH 5, 0 con bi-
_ carbonato di potasswo. Il preci pltato o tenuto di
' : é stato

perclorato di pota551o/:eparato fwltraqdo mmdlante
f | | aspirazione e si é ottenuto cosi un liquido conte-

nenté SAM, |
si & fatto paséare i1 1iquido contenente SAM

% | attraverso ad una colonna riempita con 200_ml di
Amberlite IRC-50 (tipo H+),-una resina scambiatrice

X

. di cationi debolmente acida per adsorbire SAM. 51 &
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- ~ lavata la colonna con 400 ml di acido acetico 0,0001N
S " e, quindi, sji . effettuata una eluizione frazionata
. con solfato 0,1N ottenendo cosl 610 ml di una -

-frazione.eluita di SAM.
o  Si é Eatfé passare la‘ frazione eluifa di saM atfra-
verso ad una éolénna'riempifa con 200 mi di carbone '
attivato per-uso,gromatografico. 5i & lavata la colon-
na con 600 ml di acido solforico 0,2N e, quindi, si
BN -‘é ¢£fettuata unaéiﬁﬁzioﬁéfrazionata cdh un solvénte
ﬁisto ééstituito da acido'solforicq 1,0Nré %etanolo
(1ﬁi in volume) ottenendo cosi ﬁna‘éoiuziéne di SAM,
@;:Si & concentrata la Trazione.eiuité di SAM a pressione
‘fidbtta Fino a che il éuo volume totale é diventato
200Am1 . Si & aggiunto aéetoné (800 ml1) ottenendo

cosl un precipitato di solfato di SAM., Si & raccolto

il precipitato mediante separazione centrifuga, lo si

‘@ sciolto in una piccola quantitd di acqua e 1o si &
liofilizzato ottenendo cosi 1,28 g di solfato di SAM
- o sotto forma di una polvere bianca , che era uniforme

nella cromatografia ST R

su carta e nella cromatografia in strato sottile su
gel di silice.
La resa di ricupero di SAM e il suo grado d4di pu-

rezza sono indicati nella tabella 1e

Esempio di confronto 2 . - -
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si & ripetuto l'esempio 1 tranne che si & effettuato
v ’ )

soltanto il trattamento con Amberlite IRC-50 (tipo

N*) una resina scambiatrice di cationi debolmente

acida.

T risultati sono irndicati nella tabella 1.

Tabella 1
 grado ai Reazione Quantita di Resa di
purezza  della ni- metiltioade ricupero
di sAM nidrina nosina_(%) di- SAM
(%) con sostan (¥3). - (%)
C(%1) ze diverss
) da SAM
(*2)

' Bs.q 98,1 S . T 0,08 ””fﬁ. 89
Es.2 - 98,0 - 0 90
Es,3 - 98,0 -0t 30
Es.4 9,1 - = .. . 0,08 : ~90

- S ' _ . irnferiovze.a 88
CES.1 97,6 - 0,4 ) -
© CEs,.2 " 56,7 .+ 1,8 o ¢

(x1) = .51 & svilﬁppéto un campione mediante
cromatografia su carta bidimenéionale, si & rivelata
macchia di SAM, si & eseguita estrazione con acido
clofidrico, 0,1 N, e si & effettuato calcolo dal
coefficiente di absorbénza di'molecolare SAM a 260 mm
di 15400.

(¥2): si & determinata la reazione della nini-

drina con sostanze diverse da SAM nel modo seguente:
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Si é svilﬁppato'un campiohe mediante cromatogra=
E
fia in str;to sottile su cellulosa bidimensionale
e si & rilevata la presenza di macchie diverse da
una macchina di SAM mediante formazione di colore
con ninidrina.

(#3): si & effettuato il calcola come in (+1),

~ tranne che si & rivelata una macchina di metiltioadeno—

sina e si & usato un coefficiente di absorbenza di

molecola di metiltioadenosina a 260 mm di 15,400,

I fisultati di cui sopra indicano éhiaramente
che, mediante il procedimento della preéente invens
zione, si pud ottenere SAM avente un grado di purege
za pi&'elevato; con una reéa.di ricupero pil elevata

rispetto ai metodi noti,

Richiedente del Brevétto:

Nippon Zeon Co., Ltd.

%* % X %X

per traduzione conforme

| MAKDATARIY .
{firma) ez
' {per s¢ o_pe¥ gil altr)
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DESCRIZIONE

dellfinvenzioné industrialerdal titolo:

"pProcedimento per purificare la-S-adenosil—Lumetionina"
della‘SOCieté NIPPON ZEONACO.,HLTD.

di‘nazionalita giapponese |

con sede in TOXYO (GIAPPONE)

invehfori designati: 1) Snozo SHIOZAKI 2) Hideaki YAMADA

3) Yoshiki TANI 4) Sakayu SHIMIZU

_ Vd-:—:positata ils 1 2‘%0. '5333 T N 2 25 5 5A/ %3

'RIASSUNTO
Si purifica la S-adenosilnL—metionina introdu-
cendo un liguido che contiene S—adenosil—L—metionina
grezza.in un processo di purificazione.‘li pProcesso
di purifiéazione consiste, adottando qualsiasi sequen-—
za desiderata, di (A) almeno una fase di trattaménto
del liquido con una regina scambiatrice ai cationi
debolmente acida tipo H e (B) almeno una fase che
consiste nel trattare il liquido con un adsorbente
costituito da una resina sintetica porcsa.
DESCRIZIONE
La presente invenzione riguarda un procedimen-
to per purificére la S-adenosil-L-metionina (che qui

di seguito verra abbreviata in SAMY), e, pilt in par-

ticolare, riguarda un procedimento per isolare ia
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modo efficace SAM avente un elevafo grado di purezza
da un liéuido_contenente SAM grezzo.

SAM ¢ una sostanza importante che parteéipa al
metabolismo di grassi, proteine e carboidrati in 3139.
.Recéntemente, si é.trovato che SAM ha un effetto te-—

su :
rapeutico/jecur a@iposum, su lipemia, arteriosclerosi,
depressiéne ed insonnia e si desidera produrre il
SAM in éuantita notevoli;

Fino ad ora sono noti molti/procediménti per la
purificazione di SAM. Tra gli esempi specifici sono
compresi (1)} un procedimento che cbmprende una ComMe
binazione di una fase che. consiste neil tfatﬁare un
liquido che contiene SAM con,uné résina scambiatrice
di catiohi fortemente acida e una fase che;consiste-
nel t:atfarlo con carbone attivato (pubbliéazione di
brevetto giapponesé N°.13680/1971), (2) un procedi~
mento che consiste nel trattare un liquido contenente
SAM grezzo con una resina scambiatrice di cationi de-
.bolmen%e acida (Enzymologia, Vol.29, pag;283), f3)
un procedimento.che comprende una combinazione di
una fase che consiste nel trattare un liquido che

contiene SAM grezzo con una resina scambiatrice di

. g + :
cationi debolmente acida tipo H e una fase di trattaw-

mento con carbone attivato (pubblicazione di brevetto

giapponese N°.145299/1981), (4) un procedimento che

[ A LT
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.consiste nei'trattare un liquido che contiene SAM
grezzo Ccon una resina chelato fpubblicazione di bre-
vetto,giapponése N°.20998/1978) e (5) un procedimenfo
che passa attraverso a un sale del SAM con acido
picrico oppure con acido picrolonico (bréveﬁto'U.S.n
3.707.536 e‘brevetto U.S. 3;954.725).

11 érocedimento (2) & piu semplice per cid che
riguarda le fasi del processo ed & pilt economico Ti-
spetto al procedimento t1), (4) oppure (5), ma ha
1'inconveniente costituito dal fatto che la separa-
zione del SAM da impurezze e da sostanze estranes.

& incoﬁpleta e non si pud ottenere SAM avente un’
felévéfo grado di purezza-come quello che.pué venire
usato in Qualité di sosténza medicinale. Secondo il
procedimento (3) éhe & un perfezionamento.rispetto
allprocedimento (1), il grado di purezza di SAM au-
menta, ma poiche I}adsorbimento di SAM su carbone
attivato é notevole, la resa di ricupero di SAM &
ridotta, Un tentativo effgttuato allo scopo di fare
aumentare la resa di ricupero facendo aumentare la
quantita di un solvente organico iﬁ un eluente da
come risultato l'incomveniente costituito da una in-
sufficiente separézione'di SAM dalle impurezze e da
sostanze estrance.

Uno scopo della presente invenzione, pertanto, é
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realizzare un procedimento medianté il quale si pos-—
sa isolare SAM avente un elevato grado di purezza,
in modo effiéace.

La Richiedente ha effettuato estese ricerche
alio scépo di realizzare questo scopo e ﬁa trovato
che si pud isolare SAM e si.pué purificarlo da un
liquido che confiene SAM grezzo, in modo efficace,
mediante una combinazione di una fase di trattamento
con una resina scambiatrice diICationi debolmente
acida tipo H+ e una fase di tréttamento con un ad—
sérbente costituito da una resina sintetica porosa.

Cosi, secondo la presente invenzione si realiz-—
za un procedimento per purificaré SAM che consiste
nelltintrodurrs un liquido che contiene SAM grezzo
in un processo di purificazione in serie il quale
& costituito, secondo qualsiasi sequenza desiderata,'
da (A) almeno una fase ai trattamento del liquido
contenente SAM grezzo Con una resina scambiatrice di
" cationi debolmente aéida tipo HY e (B) élmeno una
fase di trattamento con un adsorbente costituiteo da
una resina sintetica pPOrosa.

I1 procedimento pef produrre.il liguido che
confiene SAM grezzo,adottato-nélla presente inven—
zione non e particolarmente limitato. Per essmpio,

si produce SAM sottoponendo a coltura un microorgani-~
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smo. appartenente al genere Saccharomyces, Candida

oppﬁre Mucor capace di produrre SAM, in un mezzo di
‘coltura contenente metionina per produrre e accunu-
lare SAM all'interno &eile céilule microbiche e/o
senza le cellule micfobichéie'estr&endé il brodo di

, - coltura con una sostanza estraente 'per-esempio acido_
perclorico, acido cloridrico, acido‘solforico cppure
acidé formico; oppure sottoponendo ad una reézione
engimatica édenosina trifosféto é metionina in pre-
senza di metioninanadehosiltransferasi.

Nel procedimentb della presente invenzione &
essené;ale che tale liquido contenente SAM grezzo
vaenga purificato introducgndolo in un processo di
purificazione in serie che consiste, adottando qual-—
siqsi‘seﬁuenza desiderata, di (A) almeno una fase
di trattamento dei liquido che contiene SAM grezzo
con una resina scémbiatrice di cationi debolmente.
acida tipO-H+ e (B) almeno una fase di trattamento
con un adsorbente costituito da una resina sintetica
poTosa.

Si effettua la fase di ﬁrattamento (A) nel

modo che segue.
Primo, si regola il pH del liquido che contiene
SAM grezzo usualmente a 3,5-6,5 preferibilmente a 4-6,5.

Quando,il pH del liquido che contiene SAM grezzo &

g,—-‘-.r -



-6 - Ing.Bafzané & Zanardo
troppo basso, é diffigile.éhe il SAM venga adsorbito
sulla resina scambiatrice di ioni. Se i1 pH del 1li-
quido € troppo elevato, SAM diventa suscettibile nei

confronti di una decomposizione. Il metodo di regola-

-zione del pH non & particolarmente limitato, Prefe-

ribilmente, si effettua la regolazione del pH usando
una combinazione di un acido e di un alcali capace

di formare un precipitato difficilmente solubile opw-

pure insolubile in acqua, oppure usando una resina .

scambiatrice di anioni (tipo OH ).

Ponendo a contatto il liquido che contiene SAM
grezzo avente il'pH regolato nel modo indicato sopra
con la resina scambiatrice di catio-ni debolmente a-

- N o . s :
cida tipo H , il SAM avente una carica positiva vie-—

ne adsorbito selettivamente sulla resina scambiatri-—.

ce di cationi. Le impurezze che hanno cariche neutre

e cariche negative nel liquidoc non vengono adsorbite

sulla resina,

La resina scambiatrice di cationi debolmente
acida usata pud essere qualsiasi resina scambiatrice

di cationi avente gruppi di acidi carbossilici come

_gruppi scambiatori d4i ioni. Esempi specifici sono

Amberlite IRC~50 & IRC-80 (prodotti della ditta
Rohm & Haas Co.) e Diaion Wk20 (ur prodotto della

Mitsubishi~Chemical Co,, Ltd.). Si pud effettuare
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il contatto adottando un metodo discontinuo oppure a—
dottando un metodo nel qﬁale si usa una colonna., Il
metodo nel quale si usa uﬁa colonna & preferito a cau-
sa della sua buona possibilita di realizzazione e &

causa della facilita di allontanamento delle impurez-

I1 SAM adsorbitb sulla resina scambiatrice di
ioni viénglquindi separato effettuando uﬁa eluizione
frazioﬁata della resina con una.soluzione acquosa di
un acido inorganico 6ppure organico avente un pH u-
sualmente non superiore a 3,0 preferibilmente COomM--
preso tra 0,2 e 2,0. L'acido usato non & particclar-
mente limitato é, éer esémpio, si possono usare aci-
do cloridrico, acido solforico, cido acetico e aci-
do p~toluensolfonico. Se necessario, prima dellteluizio-
ne frazionata di-SAM, i1a resina scambiatrice di ioni
pud venire lavata con acqua oppure con una gsoluzione
acquosa diluita di uﬁ aéido (per.esempio a un pH di
3,50 superiore) per ailontanare tracce di impurezze
presenti.

La fase di trattamento (B) viene effettuata nei
modo che segué.

Primo, il liquido contenente  SAM grezzo viene

regolato a pH 6,5 o ad un valore inferiore e viene

quindi posto a contatto con 1'adsorbente costituito
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da una resina sintetica porosa. La regolazione del pH
e il contatto possono venire effettuati‘in modo ugué— 
le a quello deécritto nella fase di'trattamento (A).
Il contatto con l'adsorbente da come risultato un
adsorbimento selettivo di ammine, metiltiﬁadenosina
(i1 prodotto di decompoéizioﬁe di SAM) e sostanze
coloranti che ;oﬁo sostanze estranee nel liquido.
Scegliendo condizioni come quélle descritte qui di
seguito, si possﬁno fare adsorbire il SAM e le SO~
stanze estranee insieme sull'adsorbents, In questo
caso, il SAM pud venire fatto separare selettivamen—
te effettuando una eluizicne frazionata dell'adsor-

. bente con una soluzione acquosa di un acido inorga-
nico'oppure organico avenfe un'pH non superiore a 3,5
preferibilmente compreso tra 0,2 e 2,0,

Gli acidi inorganici e gli acidi organici che
possono venire usati possono essere uno qualsiasi di
quelli che rientrano nella medesima categéria illu-ﬁ
‘Strata nella fase di trattamento (A). Si pud usa-
re un solvente organico insieme con l'acido inorganico
oppure con l'acido organico purché esso sia in una

tale che :
quantita / possa dare una soluzione omcgenea. Esem—
Pl di solveﬁti orggnici sono metanclo, et;nolo,-n—pfo—
panolo, isopropanolo, acetone, netiletilchetone, meg.

tilformiato, etilacetato, diossano e toluene, Se si

fhe s
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degidera,'nel medesimo modordestritto nélla fase di
trattamento (A), l'adsorbente pué venire lavato con
acqua oppure con ﬁna soluzioﬁe acqﬁosa diluita di un
acidorprima dell'eluizione frazionata allo scopo di-
allontanare tracce di impurezzé Presenti. |
L'adsorbente costituité da una resina sintetica
- porosa usato nella presente invenzione & insolubile
in acqﬁa ed ha una stfuttura maCro—reticolata. Tra gli
esempi specifici sono compresi adsorbenti non polari
basati su un copolimero.stirene/divinilbeniene comne
matrice per esempio Amberlite XAD-2 @ XAD—4 (prodotti
della ditta Rolm & Haas Co.) e Diaion-HP—10, HP-20,
HP—30, HP-40 e HP-50 (prodotti della difta Mitsubishi
Chemical Co., Ltd.), e adéorbenti moderafamente pO—
lari basati su un poliméro di un estere dell‘aci&o
acrilico a/0 di un estere dell'acido metacrilico op~
pure un copolimero di un tale monomero con un MoONo—
merc non-polare per esempio stirene e divinilbenzene
come matfice, per esempié Amberlite XAD~7 e XAD=-8 (pro-
dotti della Rohm & Haas Co.) e Diaion HP-ZMG (urn pro-
dotto della ditta Mitsubishi Chemical Co., Ltd.). Se
si desidera, si possono usare questi adsorbenti in
combinazione,
Quésti adsorbenti sono comuni in quanto essi

adsorbono selettivamente sostanze estranee nel liquido
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contenenté SAM grezzo, pef esempio ammine e sostanze
coloranti, Tuttavia, essi hanno una possibilita di
adsorbimento selettivo per SAE a seconda dei loro
tipi,. Specificamente, adsorbenti nen-polari adsorbono.
sostanze estranee, ma non adsorbono SAM, e édsorbenti
moderatamente polari adsorbono_SAM insieme con le
sostanze estranee in condizioni di acidita relativa-
mente debole, ma adsofbono soltanto le éostanze estra-
nee e non adsorbono SAM in condizioni di acidita re—
lativaménte forte. |

N2l procedimento della presenﬁe'invenzione, il
trattamento.della fase (A) e i1 trattamento della -
fase (B) veﬁgono effettuéti, ciascuno, élmeno una
volta. La sequenza delle fasi di trattamento e facol-
tativa. Eéempi preferiti della sequenéa sono- (1)

(A) e éuindi (B, (2) (B) e quindi (a); (3) (a), (B)
e quindi (A); e (4) (B), (a) e quindi‘(B). Se neces-—
sario, la fase di trattamento (A) e/o la fase di
trattamento (B) possonolessere collegate inoltre a -
questi esempi., All'aumentare del numero delle fasi di
trattamento, 1la economicitaIQel procésso di purifica—
ziore, naturalmente, viene lievemente diminuita.

Quando si deve effettuare la fase di trattamento

(B) prima della fase di trattamento (A),. e vantaggioso,v 

dal punto di vista operativo, realizzare condizioni
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tali che soltanto le impurezze vengano adsorbite se-
lettivamente Sull'adsorbenfe di resina sintetica sen-
za un adsorbimento di SAM. ﬁna tecnica specifica d4i -
stabilire &ette_condizioni consiste'per‘esempio nel--
1'usare un adsorbente non polare oppure nell'usare'
un adsorbente modératamente polare e metterlo a con-
tatto in.éondizi@ﬁ;di Acidita ad un pPH non superiore
a 3,5 preféribilmente comﬁreso tra 0,2 e 3,0.

Quando la fase finale del processo di purifica-—

zione in serie & la fase (B), & possibile adottare

un metodo che consiste.ﬁell'adsorbire dapprima SAM
sull'adsorbente_di resiné sintetica e, quindi, se-
éararlo oppure un metodo che consiste nel far passare
SaM attraverso all'adsorbente di resina sintetica

senza adsorbimento.

La soluzione di SAM eluita dalla fdse di purifi-

‘cazione in serie descritta sopra viene concentrata a

pressione ridotta, se si desidera. Successivamente,

¢

essa viene posta a contatto con un solvente organico

come metanolo, etanolo, n-propanolo, isopropanclo, n—

butanolo, isobutanolo, metossi etanolo, acetone, me-
tiletilchetone, metilformiato, etilformiato, metil-
acetato, stilacetato, butilacetato e diossanoc. Come

risultato, si pud ottenere un precipitato di un sale

formato tra SAM e un acido inorganico oppure organicCo.
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Come alternativa, sgnia porré a contattolla sQluzione
di SAM con un solvente organico,. si pub‘otténere'una
' polvere'di’un sale tra SAM e un acido inorganicd Op—
pure Qrganico allontanando i'adido in eccesso dalla
‘soluzione dikSAM usando una resina scambiatrice.di
anioni (tipo OH ) oppure un alcali in Qfado di for-
mare un saié insolubile in acqua mediante reazione

1 :

con/acido usato nella eluizione frazionata di SAM
e, sgccessivamente, evaporandd i1 solvente a pressio-
ne ridbttandalla soluzioné fino a secco,

La resina scambiatrice di ioni debolmente aci-
da tipo H' viene rigenerata in corrispondenza di uno
stadio nel quale SAM & stato eluito da essa, Non &
sempre necessarid, pertanto, sottoporla a uno sﬁecia—
le.trattémento di rigenerazione, Essa pud venire usa-
ta ripetutamente soltanto dopo lavaggio con acqua .
D'altro canto, 1'adsorbente resina sintetica pud ve-
nire rigenerato facilmente per esempic mediante la-
vaggio con una soluzione acquosa al 50% di metanolo
e, quindi,mediante lavaggio con acqua. )

Cosi, secondo la presente invenzione, si pud Ot
tenere con efficacia SAM avente un grado di purezza
molto elevato effettuando opérazioﬁi semplici.nelle
quali si uséno séstanze.che sono facili da rigenerare,

Gli esempi che segquono illustrano pill in partico-




- 13 - Ing.Barzand & Zanardo
lare la presente invenzione.
Esempio 1

Si & sottoposto a coltura Saccharomyces cerevisiae

(IFO 2044) nel mezzo di coltura di F. Schlenk, et al,
[{Journal of Bioldgical Chemistry, Vol.229, éag.1037
(1957)] ottenendo cosi cellule mi@robiche aventi in
eSselaccﬁmulato 11 SAM. Si sorno posti in sospensione
210 g delle cellule cosi'ottenﬁte in 1000 m1 d4i acido
perclorico 1;5N e si é.estratto con sbattiﬁento a
temperatura ambilente per un'ora., Successivamente, i
residui di cellule sono stati rimossi mediante se— .
parazione centrifuga. Si & aggiunto bicarbonato di
potassio all'estratto per regolarne il pH a 5,0,

Il precipitato cosl ottenuto di éerclorato di potaésio
& stato éeparato filtrando mediante aspirazione e si
sono ottenuti cosl 1080 ml di un estratto cohtenente
1,15 g di SAM,

Si & fatto passare'l'estrétto attraverso ad una
colonna riempita con 200 ml di una resina scambiatri-
ce di cationi debolmente acida, Amberlite IRC-50 (tipo‘
H+) (un Marchio di Fabbrica per un prodotto della
ditta Rohm & Haas Co.) per adsorbire il SAM, 3$i @&
lavata la colonna con 400 ml di acido acetico ._0,0001N

e si & effettuata una eluizione Ffrazionata con acido

solforico 0,1N ottenendo cosl 630 ml di una soluzione
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di SAM,

Si é regolata la soluziéne,di SAM cosi ottenuta
a pH 4,5 con una resina scambiatrice di anioni debol-
mente basicé, Amberlite IRA~45 (tipo OH")'(un Marchio
di.Fabbrica per un prodotto della ditta Rohm & Haas Co.).
e quindi si é& fatto passare éttravérso ad ﬁna colonna
-riempita con 1,5 litri di Amberlite XAD-7 (un Marchio
di Fabbrica psr un adsorbente costituito da una resi-
na sintetica fipo acrilato fabbricato dalla ditta -
_ Rohm & Haas Co.) allo scopo di adsorbire il SAM. Si
& lavata la colonna con 2 litri di'acido acetico 0,C001N
e, quindi, silé eluito frazionatémente con acidb S01--
forico 0, 1N otteneﬁdo cosi 5440 ml di una.soluzione
di SAM, .

5t & concentfata la soluziorne diVSAM a pressione
ridotta fino a che il suo volume totale & diventato
200 ml. Successivamente, si sono aggiunti 800 ml di
acetone ottenendo cosi un precipitato di solfato di
SAM, S8i e raccolto il pfécipitato ﬁediante seﬁarfazione
céntrifuga,'lo si & sciolto in ura piccola quéntita.,
di acqua =, quindi lo si & liofilizzato Sttenendo
cosil 1,74 g di solfato di SAM sotto forma di una pol-
vere bilanca. Questo prodotto ha ﬁostrato una singola
macchia nella cromatogfafia su carta e nella cromatﬁgra—

A

fia in strato sottile su gel di silice.
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La resa di isolamento di SAM e il suo grado di pu;
rezza sono indicati nella tabella 1.
Esempio 2

Un estratto contenente 1,06 g di SAM, ottenuto .
in modo uguale a quello descritto nell‘esempiof1, &
stato fatto paséare attraverso ad una colonna riem-—
pita con.zoo ml di Amberlite IRC-84 (tipo H+) (un Mar—
chio &i fabbrica pef una resina scambiatrice di ca--
tioni debolmente acida prodotta dalla Rohm & Haas Coe)
allo scopo di adsorbire SAM. Si & lavata la colonna
con 400 mlrdi acido cloridrico 0,000jN e, quindi,
si & effettuata una eluizione frazionata con acido
cloridrico ottenendo cési 640 ml di una soluzione di
SaM, |

Si‘é regolata la soluzione di SAM a pH 4,8 con
Amberlite IRA-45(tipo OH ), una resina scambiafricer.
di anioni debolments basica-é, quindi, si & fatto
passare attraverso a una colomna rieﬁpita con 1,5
‘litri di Amberlite XAD-7 (un Marchio di Fabbrica
per un adsorbente di resina sintetica prodotto dalla
ditta Tohm & Haas Co.) per adsorbire SAM, Si & la-
vata la colonna con 2 litri di acido acetico 0,0001N
e, quindi, si & effettuata una eluizione frazionata
facendo passars un solveﬁte misto costituito da acido

cloridricoe 0,1N e da acetone (in un rapporto in volu—~
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2
M

di 1:0,1) in modo da ottenere 1120 ml di soluzione
di SAM.

'Si & concentrata la sqlﬁzionerdi SAM a pressione
ridotta fino a che il suo folumé totale & diveﬁtato
200 ml e, quindi, si & aggiunta Amberlite IRA-45
(tipo OH ), una resina scambiatrice di anioni debol-~
mente basica, per regolare il pH della soiuzione
~ad 1,0, S1 & sepafata la resina filtrando mediante
aspirazione e si & concentrato il fiitrato a pPr<ssio-~
ne ridotta, Si & liofilizzato 1l concentrato ottenendé
;osi 1,19 g di cioridrato di SAM sotto forma di una
polvere bianca. Questa spstanza preséntava_una sip—
gola macchia nella cromatografia su carta e neiia Cr Q-
. matografia in strato sottiie su gel di silice.

La résa di ricupero di SAM e i1 suo grado ai pu-—

rezza sono indicati nella fabella Te.
Esemgio 3

©8i & fatto ﬁassare'un estratto contenepte 0,98 g
di.SAM, ottenuto in modo uguale a quello descritfo-
nell'esempio {1, attraverso ad una colonna riempita
con 200 ml di Amberlite XAD-2 (un Marchio di Fabbrica
per un adsorbente tipo stirene-divinilbenzene prodotto
dalla ditta Rohm & Haas Co.) per adsorbire sostanzé.
estranse, éi & aggiunto bicarbonato 4di potassio alla

soluzione di SAM dalla quale erano state allontanate
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le sostanze estranee come indicato sopra, allo scopo

di regolare il pH a 5,0. Si & separato il precipitato

~cosl ottenuto di perclorato di potassio filtrandolo

mediante aspirazione,
Quindi, si & fatta passare la soluzione di SAM

attraverso ad uria colonna riempita con 200 ml di

Amberlite RC-50 (tipo H') una resina scambiatrice di

cationi debolmente acida, per adsorbire SAM, Si é& la-

vata'la‘c010nna con’'400 ml di acido acetico 0,0001N

e si & effettuata una eluizione frazionata con aci-

do solforico 0, {N ottenendo cosi 630 ml di una solu-
zione di SAM,

Si e concentrafa ia soluziong di SAM eési otte—.
nuta a prassione fidotta.fino a che il suo wvolume
totale & diventato 200”ml e, quindi, si sono aggiunti
800 m1 di acetone ottenendo cosi‘un precipitato di
solfato-di SAM. Si & raccolto il precipitato éeparan—
dolo mediante centrifugazione, lo si & sciolto in una
piccola quantita di acqua'e;lo si e liofilizzato Ot=
tenendo cosi 1,50 g di solfato di SAM sotto forma di
una polvere bianca; Questo prodotto presentava una
singolaﬂmacchia nella cromatogfafia su carta e rella
cromatografia in strato sottiie su gel di silice,

La resina di ricupero di SAM e il suo grado di

purezza sono indicati nella tabella 1.
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Esempio 4

Si sono prodotte cellule microbiche aventi SAM-
accumulato adoﬁtando un metodo uguaie a quello de-
scritto nell'esempio Te Si sono posfa in sospensionef
200 g delle ceiiule microbiche in10éO ml di acido
lformico'0,1N. éifé-riséaldaté 1a-sospensione a 60°C
per 10 minuti e quindi la si e immediatamente raffred--
data. Si sono separate le cellule mediante sepérazioﬁe
'Centrifﬁga ottenendo cosl 1020 ml di un estratto cone
tenenti 0,91 g di saM.

Si & fatto passare l'estratto attraverso ad una
colonna riempita con 200 ml di Amberlite XAD-8 (un
Marchio di Fabbrica per un'adsorbente coétituito
da un acrilato prodotto dalla Rohm & Haas Co.)
per adsbfbire sostanze estranee}

La soluzione di. SAM dalla quale le sostanze estra-
nee erano staté‘allontanate come indicato.sopra & sta-
ta regolata a pH 5,0 con Amberlite IRA-4S (tipo OH ),
una resina scambiatrice di anioni debolmente basica,

e, quindi, é stata fatta passare attraverso ad una .
colonna riempita con 200 ml di Amberlite IRC-84 (tipo
H+), una resina scambiatrice di cationi debolmente
‘ o o
acida, per adsorbire SAM. Si ¢ lavata la cdloﬁna:cén
400 ml di acido qloridrico_0,0001N e, quindi,'si &

effettuata una eluizione frazionata con acido clori-~

L S n '_..1'.\‘“.;.!..','1" a
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drico 0,2N ottenendo cosi 710 ml di una soluzione di'
SAM, |

Si & aggiunta amberlite IRA-45 (tipo OH ), una
resina scambiatrice di anioni debolmente pasica, alla
soluzione di SAM per regolare il pH ad 1,0.'51 &
separata la pesina filtrando mediante aspirazioné,
si e conéentrato il filtrato a pressione ridotta e

liofilizzato ottenendo. cosl 1,071 g di cloridrato

(D~

si
dL‘SAM sotto forma di una polvere bianca. Questo prom
dotto ha presentato uma singola macchia nella -croma-
tografia sﬁcarté e nella cromatogfafia iﬁ strato sotg
tile su gel di silice,

La resa di isolamento di SAM e il suo grado di
purezza sono indicati mella taﬁella'1.
Esempio 5

630 ml di una soluzione di‘SAM, che e stata otfe—
nuta mediante trattamento con un adsorbente stirene/
divinilbenzene e con la resina scambiatrice di catio-
_ni.debolmente acida tin H+ in modo uguale a quello
descritto nell'esempio 3, sono stati fatti passare
attraverso ad una colonna riempita con-2OOIml di
un adsorbente tipo acrilato Amberlite XAD-7 per ad—-
sorbire sostanze estranee, | | )

La soluzione di SAM dalla quale le sostanze e

stranee erano state allontanate come indicato sopra
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-

& stata concentrata a pressione ridotta fino a che

il suo volume totale & diventato 200 ml. Quindi, si

‘sono aggiunti 800 ml di acetone ottenendo c0sl un pre-

‘cipitato di solfato di SAM, Si ¢ raccolto il precipi-

tato mediante separazione centrifuga, lo si e sciolto

in una piccola quantita di acqua e lo si & liofilizzato

ottenendo cosi 1,46 g di solfato di SAM sotto forma

diruna polvere.bianca. QueSto prodotto h@ presentato
una singola macchia nella cromatografia sﬁ carta e
nella cromatografia in strato sottile su gel di sili-
Cee

La. resa di riégpero di SAM e il suo grado di
purezza Sono indicati nella tabella 1.

Esempio di confronto 1

950 g di un estratto contenenti 0,98 g di
SAM, ottenuto in modo uguale a quello descritto nel- .
l'esempio 1, sOno stati regolati a pH 5,0 con bi-
carbonato di potassio. T1 ﬁrecipitato'dttenuto di

- é stato .

perclorato di potassib4éeparato filtrando mediante
aspirazione e si & ottemuto cosl un liquido conte-
nente S5AM,

Si & fatto passare il ligquido contenente SAM
attraverso ad una colonna riempita con QOdvml di

Amberlite IRC-50 {tipo H+),-una resina scambiatrice

di cationi debolmente acida per adsorbire SAM. Si. &
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~ lavata 1a cblonna con 400 mi di acido acetico 0,0001N i
e, quindi, si & effettuata una eluizione frazionata
con solfato O;1N,Qttenendo cosi 610 m1 di una solu~
zione di SAM, |

Si & fatta passare la soluzione di SAM atgra-
verso ad una colonna riempita con 200 mi di carbone
attivato per uso crométografico. Si & lavata la colon-
na corn GOO'mi di acido'solforico 0,2N e, quindi, si
.éAeffettuata unaeiuizionéfrazionata con un solvente
nisto costituito da acido golforiéq 1,0N e %etanolo
(1:1 in volume) ottenendo cosi una soluzione di SAM,

Si & concentrata la soluzione di SAM a pressione
ridotta fino a che il suo volume totale & diventato
200 ml . Si & aggiunto acetone (800 ml) ottenendo
cosl un precipitato di solfato di SAM. Si & raccolto
il Precipitato mediante separazione centrifuga, lo si
@ sciolto in una piccola quantita di acqua e lo si &
liofilizzato ottenendo cosi 1,28 g di solfato di SAMV
sotto forma di una polvere bianca.,ouesto,prodottb
Presentava una singola macchia nelia cromatografia
su carta e nella cromatografia in Stratoisottile su
gel di‘silice.

La resa di.ricupero di SAM e il suo grado di pu;

rezza sono indicati nella tabella 1.

Esempio di. confronto 2
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Si & ripetuto l'esempio‘1‘tranne che si & effettuato
soltanto il trattamento con Amberlite TIRC~50 (tipo
Hf) come trattamento di purificazionéu  |

T risultati sono indicati nella tabella 1.

Tabella 1

Grado di Reazione Quantita di  Resa di

purezza della ni- metiltioade  ricupero

di SAM nidrina nosina (%) di SaM

(%) _con sostan (*3) (%)

(*1) © ze diverse

‘ da SAM
) (x2)

ESe1 98.1 - / " 0.08 89
Es.2 - 98.0 - 0.1 ' 90
Es.3 98.0 - 0.1 90
Es.4 9g.1 - .. 0.08 90
ESe5 98.5 - infgr%'gr&a 88
CES,.1 97.6 - 0.4 | 77
CES.2  56.7 ++ 1.8 90

Ese indica‘esempioré CEs, indica‘esempid ai
confronto.
(%x1): Si é misurato il grado di purezza di-
SAM mediante cromatografia.su carta bidimensionéle.
(#2): Si & determinata la reazione della nini-
drina con sostanze diverse da SAM nei mode seguente:
Si & sviluppato un campione mediante cromatog%a—
fia in -strato‘sotfile su cellulosa bidimensionale
e si é_misurata e stabilita la presenza di maéchie

diverse da una macchia di SAM che erano state rive- -
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late mediante formazi&ne di. colore con ninidrina SEm
condo il seguente metodo a tre graduazioﬁi:

~: Nessuna

+1 Hieﬁemente presente

++: Notevolmente presente ;
(#3): Si & misurata la quantita di metiltioade—
- ‘nosina médiante cromatografia su carta bidimensionale.

I risultati di‘cui sopra indicano chiaramente
che, mediante il procedimento della presente inven-
zione, si puod o#tenere SAM avénté un grado di purez--
za piu elevato, con una resa di ricupero pitt elevata
rispetto ai metodi noti.
RIVENDICAZIONT

Te Procedimento per purificare la S-adenoéilfL—
metionina che coﬁsiste nell'introdurre un 1iqﬁido
contenente S—adenbsil—L—metioﬁina grezza in-un proceas-
so di purificazione, detto processo di purificazione
essendo un processo di purificazione in serie che -
consiste, in una qualsiasi sequenza desiderata, di
(A) almeno una fase di trattamento di detto 1ligquido
con una resina scambiatrice di cationi deﬁolmente
acida tipo-H+ e (B) almeno unaifase di'trgttamento
di detto liquido con un adsorbente costituité da uﬁé
'_resina sintetica porosa.

2. Procedimento come rivendicato nella rivendica- ' :
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‘zione {1 in cul la Fase (A) consiste nel porre a cons

- tatto i1 liquido contenente Saadendsil—L—metionina

grezza e avente un pH di 3,5-6,5 con detta resina
scambiatrice di cationi per adsorbire la S-—adenosil—

I-metionina nel liquido sulla resina e, successiva-

mente, eluire frazionatamente la S—adenosil-L—metio-

ﬁina da detta resina scambiatrice di cationi usando
una soluzione acquosa di'un aéido avente un pH non
superiore a 3,04 - |
V . . /
3. Procedimento di cui alla rivendicazione 1 nzl
quale la fase (B) consiste nel porre a contatto il
liquido contenente S-adenosil—anetionina grezza e
a?ente un pH non Superiore.a 6,5 con detto adsorbente
di resina sintética facendo cosl adsorbire sostanze
estranee n=l li@uido sull'adsorbente.
4, Procedimento.di cui alla rivendicazione 1 nel
qualé 1la Eaée (B) consiste nel porre a contatto il
iquido contenente S—adenosil-L-metionina grezzé e ae=
vente un pH non supsriore a 6,5 con l'adéérbente CO~
stituito da una resina sintetica in modo da adéorbire
sia la S-adenosil-L-metionina che le sostanzs estranee
nel liquido sull'adsorbente e, successivamente, eluire

frazionatamente la S—adencsil-L-mationina dall 'adsor-

" bante costituito da una resina sintetica usando una

soluzione acquosa di un acido avente.un pH non supe—
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riore a 3,5.
5.'; Procedimento di cui'alla.rivendicaziqhe 1 nel
qﬁale i1 processo di purificdzioné.consiste nella
fase (A) e nella fase (B) in questa sequgnéa.
6e Procedihento di cui alla rivendicazione 1 nel
quale il procasso di purificazione é costituito dal-‘
1& fase (A), dalla fase (B) e dalla fase (A) in que-
sta sequenza.
7 e Procedimento di cul alla rivendicazione 1 in
cui il processo di purificaziéne'é costituito dalla
fase (B) e dalla fase (A) in quésta Sequenza.
8 Procedimento di cui alla rivendicazioﬁe'1 nel
quale il processo di purificazione & costituito dalla
fase (B), dalla fase {(4A) e dalla fase (B) in questa
sequenzé.
9. Procedimento come riﬁendicato nella rivendica-—
zionz 7 nel quales la fése (B) consiste nel porre a

contatto il liquido contenente Swadenosil-L-metioni-—

na grezza e avente un pH non superiore a 6,5 con 1o

adsorbente di resina sintetica adsorbendo cosi soltan-
to sostanze estranee nel 1iquido sull'adsérbente.

10. Procedimento di cui alla rivendicazione 8 nél
quale la prima fase (B) consiste nsl porrs a contat—
to il liguido contenente S—adenosil-L-metionina grez-—

za e avente un pH non superiore.-a 6,5 con 1'adsorbente
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costituito da una resina sintetica in modo da adsor-
bire cosl soltanto sostanze estranee presenti nel I1

quido sull'adsorbente,

3 MANDATARIE
{firma)

COR./rm/7635
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