REGISTRO DE LA PROPIEDAD INDUSTRIAL

e ———

PATENTE DE

INTRODUCCION

MEMORIA DESCRIPTIVA
que se acompana a la solicitud de |

una PATENTE DE, INTRODUCCION por 10

afios, en FEspaiia
a tavor de
Dv Michel ROBILLIART ., de nacionalidad
FRANCESA . domiciliado en . PARIS(FPrancia). . .. . .
callede  Rue Pergolése ' - . ... nGm. 64

por:

' . T , N
« Proocedimiento para obtener un producto de. reaccidn estable

30 18 00=8NZAMB. A% e e

NO 7598

" Agente Sr..  __BOLIBAR,... e _




o

np/

PATENTE DI

a favor de

D. iichel ROBILILIART - de nacionalidad francesa = domiciliado

en PARIS (Francia) 64, Rue Pergolése,
por:

nprocedimiento para obtener un producto de reaccidn estable

de la co—enzims Al

HMemoxr isa descriptive

La presente patente tlene por objeto un procedimiento
e conservar la co-enzima A en condiclones
nediante la obtencidn de un producto

gque permit de utilize-—

[ "
cidn para diversos usoS,
de reaccidn estable de la misma.

Ta co-enzima A, cuya composicidn serd dada mds tarde



w¥

10

15

20

25

30

+ag

es inestable cuando absorbe miche humedad © cuando se encuenivrt
sometida & temperaturas superiores & 48C, o bilen, necesariamen=
te, cuando se peunan esas 4dos condiciones. For liofilizacién,
se. pusde evitar la absorcidn de un exceso de humedad por la
co~enzime A, pero es necesarioc, hasta el presente,.conservar
este producto & una temperatura inferior a 48C, para impedir
gue se descomponga. usta condicién hace gue 1o e puedea utili—
zar en ‘todas las aplicaciones deseables.
ge considera generalmente que 1a co—enzima A e8 un
dinucleolde astiptico, en el cual, uno de los nononuclecides
puede ser reemplazado por 1a fosfopentotelna, en la cual el
Jcido pantotenico cstd combinado con una moldcula de etanotiola—
mina por una unién‘peptidica. Le férmula Ge estructura de la ;
co—enzima A se admite que es8 1a representada en la hoja de fow-
mulas anexa a esta memoria (Govier.g% Gibbons, Arc. Biochem.
1951, 32, 347. - King & Strong, Je piol. Chem. 1951, 189, 325,.
£l andlisis cual itativo de la co-enzima A muestra dve

s ’ . . .
su composiclon es 1a siguientes

% en peso
Carbono 3218
Hidrdgeno 4,7
oxigeno 33,3
Hitrdgeno . 127
Wisforo 12112
Azufre | | 4118

Otros analisis de co-enzima A han dado los resultedos

siguientes:

% en peso
Acido pantoténico C 26,6
Acido adenflico , 17,6
Ribosa 19,5

ge ha establecido que el peso molscular de la co-cnulma
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A es igual a T67.

Se sabe que la inestabilidad de la co-enzima A es dedi-
da a la gran actividad del grupo SH de su molccula. De todas
maneras, el solicitante ha comprobado que, si se suprime, de
una menera que serd descrita después, la reactividad del grupo
SH en la molécula de co-enzima,'el complejo de co—enzima a Obue-
nido es estable & la temperatura aubiente, después de liofili-
zacidn, y en un medio exento de humedad. Regulta de ello, que
se puede conservar el complejo de co-enzina A bajo forma esta-
ble durante un tiempo relativamente largo.

1l solicitante ha comprobado que, haciendo reaccionar
la co-enzima A con una sal metdlica soluble en agua, en parti-
cular con las sales metdlicas de ciertos acidos orgénicos v
minerales ennumerados despues, la reactividad del grupo SH en
la co-enziwme A se encuentra blogueada. Se obtiene as{ un pro-
ducto que es estable en cuanto a sus propiedades enzimaticas.
8e ha comprobado tambi€n gque se pueden utilizar con este fin
todas las sales meteélicas solubles en agua y no delicuescentes,
pero que es preferible utilizar sales metdlicas de dcidos orgi-
nicos bivalentes.

Se dan & continuacidn tres ejemplos de ejecucidn del

procedimiento, en los cuales las partes se indican en peso.

EQE&@Z&L;L% Gramos
Co-enzima A 1534
Gluconato de calcio 44843
EJEMPLO 2.

Co—enzima A 1534
Benzoato de calcio ' 336.3
EJEMPLO 3.

Co-enzima A 1534

Citrato de calcio 570.5
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Se ve en el ejemplo 1 que el gluconato de calcio retc-
ciona con la co-enzima A, tomando el lugar del nidrdgeno del
grupo SH de la molécula de la co-enzima A, conformemente a l&
reaccidn general siguiente, en la cual la expresion CoA-SH re-
presenta la molécula de co-enzima X.

CoA-BH CoAS .

+ gluconato de calcio \\‘Cd.

CoA-SH | | fons””

El producto de reaccidn de la co-enzima A se mresenta
bajo la forma de una sal metédlica estabilizada y enzimdticamen-
te estable despuds de liofilizacidn. Pero si se pone de nuevo
en solucidn acuosa, se descompone por hidrdlisis y vuelve =
dar la co—enzima A.

Ta reaccidn entre la co-enzima A v la sal soluble en
el agua tal como el gluconato de calclo, se hace en proporcio-
nes estequiométricas, v cuando se utiliza una sal soluble en
agua de un metal monovalente, solo unza moleculograma de la
co—-enzima A reacciona con ella, en lugar de dos moleculogran:s
corto enn el caso de los ejemplos 1, 2 y 3 precitados.

8in embargo, es preferible utilizar con la co=-engims u
un exceso de sal soluble en agua, porgue este exceso de sal 1o
influye sobre la sstabilidad del producto obtenido, y da, dec~
pués de liofilizacidn, un producto de reaccidn que se preseniu
bajo la forma de una galleta de mejor aspecto y de mejor conser—;
vacidn.

Se dan a continuacidn tres ejemplos en ios cuales le
sal esta en exceso en relacidn & la composicidn esteguiométrice. .

BJEiPLO 4.
: - Partes en pe so

Co-snzima A 0,300 mg (miligrauos;
Gluconato de caleio 5 mg (miligraios)
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Fartes en peso )

Co~enzima A 0,300 mg (miligramosk
Benzoato de calcio 5 mg (miligranos;:
EJEMPLO 6.

BJUMPTO 5,

Comenzime A ' 0.300 mg (miligraos)
Citrato de calcio 5 mg (miligraios)

En estos ejemplos, el producto de la reaccidn se pre-
senta bajo la forma de una masa sdlida Ffdcilmente utilizable.

in defecto de las sales citadas, se puede wtilizar
para estabilizar la co-enzima A, cuel quiers sal metélica no
delicuescente, y soluble en agua, de ciertos dcidos orgdnicos
vy minerales, tal como decldo clorhfdrico. Savpueden dar como
ejemplos de sales no delicusscentes 7 solubles en agua, las dc
metales bivalentes +tales como magneéio, cadmio, nikel, cobalto,
hierro y men ganeso, si biew se da la preferencia a las sales
de calecio solubles de los dcidos orgdnicos, por la razdn de @ e
son facilmente solubles en agua y que 1no son delicuescentes.

A falta de las sales de los &cidos a los que se ha
hecho alusidn arriba, se pueden utilizar en cantidades equiva~
lentes las sales metdlicas solubles en agua de los dcidos acé-
tico, férmico, léctico, succfnico, tértrico, v otros dcidos
orgénicos y minerales, y en particular las sales no delicues—
centes y solubles en agua de los dcidog clorhfdrlco, sulfirico
vy nftrico. .

Se demuestra la estabilidad del produecto de la reacclcg
de la co-enzima A y de la sal metdlica bor el hecho de que este
producto posée las mismas caracter{sticas espectrofotome tricas
¥ cromotogréficas que la co-enzima A pura v estabilizada por el
frfo.

El modo de realizacidn descrito, no presenta ningdn
cardeter limitativo y puede recibir todas las modificaciones

deseables comprendidas dentro del alcance de la patents.
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8e reivindica como objeto de esta patente:

———=z=y N O T A

*.

l.=-Procedimiento para obtener un producto de reaceidn
estable de la co-enzime A, caracterizado por hacer reaccionar
la co-enzima A con una sal netdlica soluble en el agua y no
delicuescente. .

2.~ Procedimiento segﬁn la reivindicacidn 1, caracthe-
rizado porque la sal metalica soluble en el agua y no delicues-
cente es una gal de un metal bivalente.

' 3.- Procedimiento segin la reivindicacidn 1, caracte-
rizado pordue la sal metdlica soluble en el agua y no delicues-—
cente es el gluconato de calcio.

4.- Procedimiento segin la reivindicacidn 1, caracte-
rizado porgue la sal metdlica scluble en el agua y no delicues-
cente es una sal de calcio de un &dcido gscogido en el grupo qgue
comprende los Zeoidos: glucénico, benzoico, eftrico, acético,
£8rmico, 1dctico, suceinico, tértrico, clorhfdrico, nitrico y
sulfirico.

5.- Procedimiento segin la reivindicacion 1, caracte-
rizado porque la sal metélica soluble en el ague y no delicues-
cente es une sal escoglda entre el grupo de sales de calcio, de
cobre, de magnesio, de cadmio, de n{quel, de c¢obalto, de hieryo,
o de menganeso, de los dcidos glucdnico, benzoico, cftrico,
acético, formico, ldctico, suceinico, tdrtrico, ciorhidrico,
sulfurico y nitrico.

b.- Procedimiento para obtener un producto de reaccidn
estable de la co-engima A.

Esta memoria consta de seis paginas, eseritas por unc

sola cara.
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