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" enzimas. Sin embargo, la separacidén de los productos de

puede ser utilizado para llevar a cabo reacciones enzinid-

Egte invento se refiere a sustancias enzindticumnen
te activas, a un nétodo para su preperacidén y a los proce-
dimientos para el uso de estaé sustanclas para realizar
reacciones enzimdticas in vitros

Es conocida la forma de realizar reacciones quimi-

cas en medios acuosos, pdr ejemplo, in vitro por medio de

resceidn del enzima es con frecuencia diffecil y el enxlma
solemente puede ser utilizado una vez, porque plerde la
nmayor perte de su actividad durante el proceso de sepa-
raciéne. _

En consecuencia, se ha sugerido fijar los enzimas
a un soporte que sea insoluble en el medio en el que se
llova a 6abo la reé.ccidn enzimdtica, que normalmente es

acuogos EL material enzimdtico sobre soporte insoluble

ticag en forme discontinua, en las que .el enzima y el subg
trato estdn mezclados y el gistems es normalmente agita~
dos También es posible realizer procesos enzimdticos de fox
ma continue £iltrando una solucidn de substrato a través -
de un lecho de material de soporte del enzima. Asl la sepa
raoién del enzima de la mezcla de reaccién no Presenta di
ficultadess
Se ha sugerido incorporar los enzimas a soportes

de materia orgdnica de clevado peso molecul;ar, como los
derivados de celuloga, por ejemplo. EL material de sopor-
te ge disuelve en un disolvente orgdnico o0 en una mezcla
de disgolventes a la que se ha afiadido la preparacidn seca
de enzimas, despuéds de lo cual se separa el disolvente y

se obtlene un ma'terial de elevado peso molecular en el
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que estén ombebidos log enzimase -

Tambidn se ha sugerido preparar resinas aintétieaé:
enziméticémente ac%ivas, como resing de poliacrilamidsa, po-
limerizando la acrilamida en ﬁn medio gue contenga un agen~
te de reticulacién y un catalizador de la polimerizacién,
en pregencia de un enzlmas

, | Ambos métodos lmplican el uso de reactivos orgini-
cos que pueden afectar a la actlividad o egtabilidad del en—
zima y los métodos tienen sus propios inconvenientes éspeci-
f£icose Ambos tienen el inconveniente de gue solamente una
pequefia parte del enzima activo os realmente embebida de
forma ‘tal gue no pueda ser arrastra por lavedo. '

EL presente invento prqoporcions ﬁn gel de siiice
acuoso en el que las preparaciones de enzimas son - enbebidas,
procedimientos para la preparacidén del mismo y méiodos para
llevar a cabo remcciones enzimdticas del sistema gel acuo-
8o de silice/enzima; Una ventaja obtenida de acuerdo con
el invento es que el enzima so encuenira permanentemen%eveg
un medio acuoso tanto ﬁurante la preparacién del material a
base do enzima y gel acuoso de silice como 'durante 81 USOe
Se entiende que el gel acuoso de silice es una red consti-
tufda por tetraedros de SiO4

riable de agua que depende de la natursleza del enzima que

que contiene una cantided va=~-

se eatd embeblendo. Este gel acuogo de silice no debe ser
confundido con el gel de sflice de bajo contenido en aguas
que'norma;mente se obtiene secandp gel acuoso de slllce 3
unos 120° y que habitualmente tiene un contenido en agua
inferior al 10 % aproximadamente, determinado por ignicién
a 1200°C, Este gel de sllice de bajo contenido en agus o8

llemado apropiademente xerogel de sllice.
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Ias preparaciones de enzimas son cualquier enzine,

o combinacidén de enzimas en estado dilsuolto, dispersado,
gugpendido, emulsiohado o seco, asl como los enzimas que -
se presentan en particulas, tales como los enzimas combina=
dos en particulas, organelas celulares, Iragmentos de cé-
lulas, células liotrilizadas ¢ deshldratades, células residug
les de bgcterias, ndngos y levadurag. También estdn incluf-
dos en esta definicién los microorganismos que se utililzan
en condiciones en las que no se produce un crecimiento ace
tivo.

Las preparaciones de enzimas contaminadas con enzi-
mas proteoliticos que de otra forma desintegrarian el en=-
zima pueden ser embebldas con éxiﬁo y retener au actividade

El método de acuerdo con el invento es especisle-
mente adecuado pare incorporar enziinas que se presentan en
particulas en el gel acuoso de silice. Algunas preparaclo~
nes de enzimas que pueden ser embebidas en gel de sflice
gon, pPor ejemplo, esterasa de acetilcolina, quimotripsina,
fosfatass alealine, catalasa, lipoxldass y enéima sinteti-
zador de prostaglandina? .

Con objeto de evitar la descomposicibn de la prepa
racién enzimdtica por los microorganismos, pueden agregarse
agentes de preservacién, por ejemplo tetraciclinag, en wna
etapa apropiada de la preparacidén 0 usos

En wna realizgeibn del invento, Lo3 enzimas son e
bebidos en el gel acuosgo de sllice por gelificacién de un
g0l acnoso de silice en presencia de una preparacidén de
enzinase |

lag condiciongsAempleadas durante La preparacidn

de los enzimes embebidos pueden variar dentro de ampliog
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limites y dependen fundementalmente de la emtabilidad de

la preparacién de enyimas que ha de ser embepidse Como es
sabido, la estabilidad de los divergos enzimas frente a
los productos quimicos y frente al calor varian de wnog g
otross Con algunos enzimag puede ser hecesario ooseﬁvar '
precauciones especizles con objeto de obtener su actividad
y asl puede ser conveniente reslizar la preparacién del sn—
zima embebido en uﬁé atméstera de gas inerte y/o a baja tem
peraturge '

Con tal de que las condiclones como pH, temperatu~

re, otc, sean adpcuadas para el enzimg embebido, la prepa-

| racidén de gel acuoso de sflice/enzima, que normalmente tie

ne un zspecto semejante o la Jalea, puede ser solidificada
mds por deshidratacién y despuds puede recibir la Torma de-
seaday por ejemplo por granulacidn, secado por atomizacién
o por revéstimiento, aplicaoidn a brocha o atomizacién de

otros ovnjetos con la misma. Asi, también es posible reali~ |-

zar la gelificaclén del sol de slllce que contiene la pre=-

paracién de enzimas, en presencia de un soporte gpropiado
como piedra pomez, pLéstico'porOSo, perlas de vidrio poroé
80y etc, de rorma que la prepargcidn de gel acuoso dé gl= - -
lice/enzima se deposita sobre el soporte 0 en su interior.
Si se emplea un material poroso, la deposicién del gistens
de sol de silice/enzima puede ser erectuade sobre las pare-
deg de ios tubos capilares méﬁiante la eleccidn asdecuade
de la concentracién de silice y gelificacidén subsigulente
pars rormar el gel acuomgo de silice/enzima.

Una forma preferids de deshnidratar clertas prepa—~
raciones de gel acuoso de silice/enzima sin pérdida de ac—

tividad enzimdtica es expulsar el aguas del gel por presidn




10

15

20

28

30

en un cilindro de acero entre dos papeles de tiltro, soste-
nidos por discos de aceﬁo porosoe. De egta forma se ontienc
un producto homogéneo de maners rapida y reproducibles

Ia deshidratacién de la preparacién de gel acucso
de sflice/enzima no debe ser continuada mds alld de un con-
tenido en agua pars el cual la actividad enzimdtica se xeo-
duce bruscamente. A4 un coﬁtenido en agus del 10 %&calculaw
do sobre el Si0, del sol acuoso de sllice, la actividad en-
zimdtica de la mayoria de lag preparaciones de enzimas er—
bepidos en gel de silice ha desaparecido précticamente.

El gol acuoso de silice pueds ger preparado por va-
rios métodos conocidoss por ejemplo reaccién de silicato al
calino con un 4cido, mediante resings cambiadoras de.ion
que separan 10s iones aloalinos del silicato, hidrélisis
de un compuesto organosilicico, etce

Tos soles de sflice gue contienen particulas primeg~
ries de un temafio relativamente unitorme pueden ser ovteni-

dos haciendo reaccionor un deido y un silicato en condicio

nes cuidadosamente controladas. Egbo puede suponer la cale-

faccién de una solucidn dilufda de silicato 2 60-100°C, nen
tralizacién con dcido a un pH de 8—10,} ¥y posterior adlolén
sinultdnea de més silicato y mds doido, en proporciones te-|
les que el pH se mantenga dentro de los limites antes fija=

dose

De egta forma. se producen soles de silice con par-

tlculas primerias de tamafio uniforme, que oscila entre unos

pocos y varios centenares de nanometros (1 nanometro = 16'9
metros)e. Por gelificgcién de eslos soles, se obtienen geles
acuogos de silice en los que las particulas primariss estdn

entrelagzades de tal maners que se forman jaulas bastante
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uniformes, cuyo tamgfio depende del tamafio de leg particu~‘
lag primarigse Asl, el tamafio de 1au jaules entre las parui
culas primariss puede ser gjustado al tamefio de la preparg~
cién de enzime que ha de ser embebida.

Lg gelificacién dsel sol ecuoso de sllice puede te=
ner_lugar egpontdneamente pero en general es conveniente
acelerarla, lo que puede hacerse por variog métodos, vor
ejemplo adicién de pequefias cantidades de electrolitos (s2
les) y ajuste del pH de acuerdo con le preparacidn de enzi;
nes a embebers ‘ -

Cuando se prepara el sistema de gel acuoso de sili-
ce/enzime, no es necesario aﬂadif la preparacidn de enzimss
entes de que se imicie la gelificecién del ol ‘de silice. B
to tembién puede ser realizado nientras estd teniendo lu-
gar la gelificacidn. Con objeto de obtener un enzima que-
esté satisfactoriamente embebldo en el gel ‘acuogo de glli-
ce, debe sor agregado antes de que la gélificacién tenge
lugar hasta un punto demasiéd6 avenzado y la asgitacidén se
hage también diffcil. o

.5e ha encontrasdo que las preparaciones dé,gel acuo~-
so de sflice/enzima pueden ser.utilizadas repetidas veces.
para efectﬁar procesos enzindticos, por ejemplo por agita-
cién de la preparapi&n de gel de sflice en ung solucién del
substrato, optativamente en presgncia de log co~factores
apropisdos y postefior recupéracidn de la preparacilén de
gel de sflice/enzima, que puecde haber retenido su activi-
dad para otras operaciones posteriores, & partir del produo{
to de la conversidn enzimética; _

Ademds, se ha encontrado que estos procesos enéimé-

ticos pueden ser efectuados pasando una solucién de un subg
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trato a trevés de columnas formadaspmroqﬁeoontengan la pre
parecidén de gel acuoso de silicq(enzima, optativamente en
mezcla con diluyentes de volumen ilnertes adecuados; glenm=
do el grado y la velocidad de conversidn funcidn de los pa=
rémetros de la columna y de la velocidad de paso - a través
de dicha columna. El ugo de columas de enzimas tiene la
ventaja de que,debido al principlo del flujo, la concenirg
cién de sustancia réaccionanme; puede mantenerse en un ve-
lor 6ptimoe.
El uso de preparaciones de gel scuoso de silice/en-
zing depositada§~sobre la superficie o0 en el interior de
un material poroso en columngsg es especialmen%e ventajoso
en lo que se refiere a la velocidad de paso. Pueden efectuey
Qe conversiones en mltiples etapas del substratd utilizen-
do une combinacidn de enzimas embebidos en gel acuoso de
8llice 0 mediante una combinaéidn'de preparaciones-indepenp
dientes de enzims/gel de sflice, ya Sea en una columna o en
varios lechog o columnas consecubivos. Ias preparaciones
de gel acuoso de silice/enzima de acuerdo con el invento
presentan una buens estabilidad en almacenamiento y pueden
ser utilizadas con fines sintéticos y analiticos. Especial
mente la produccidén de compuestos saborizantes puede ser
realizada de ung formae eficaze
Tos sistemas de gel acuoso de silice/enzime de

acuerdo con el invento ¥y su preparaei&n ¥y uso presentan
las siguilentes céracteristieas interesantest
1+ Los enzimas pueden ser incorporados, por ejemplo, en eg-

tado disuelto o disperso, por lo tanto no hay necesidad

de convertirlos en la forma seca antesy de ser embebidos,

lo que supondrle pérdida de la actividad enzimdticas
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2.

3

e

5e

6e

‘milimicras. El tamafio de lag jaulas varia con el tamg~

El sistema de gel acuoso de silice/bnziﬁé, aunque fﬁqg.
temente hidratado, puede ser manibulado fécilmbpte como‘
una sustancia sélida o semi-~sélida, mientras que los mi
eroalrededores de los enzimas embebidos se parecen mir
cho al aguz que es el medio natural de los enzimas don-
de habituzlmente presentan su actividad méxiam.

Los sletemas de gel aouoso'dé gllice/enzima se preyeran
en gsusencla de reactivos orgdnicos utilizando condicio-
nes suaves, como temperafuras,ambienxe, ediciln de pe=
quefias cantidades -de electrolitos (sales),'condiciones
de pH comprendidas normalménte entre 5 y 8, con lo gue
la gelificacidn del sol de sllice puede realizarse den—
tro de un perdodo que varié entre algunos minutos y ve-
rias horage.

Con el gel acuoso de silice, lg cantidad de agﬁa‘inbor-.
porada puede ser ajustada dentro de amplios limites com
prendidos entre 10 y 5000 % de egua, calculado sobre el
peso de SiO2 (en ol @ltimo caso también se obtiene una
mass rigida), exactamente para cumplir los requigitos
del enzima y del substratoe

El gel acuoso de silice_tiene ung egtructurg "ablerita™
es Tdcilmente accesible a las moléculas de subsirato do
un empllio intervalo de pesos molecﬁlaresc
Ia rod de gel de sflice estd constitulda por particulés
egféricas entreiazadas jpérticulas primarias) que pueden

variar entre algunas milimicras y varios centenares de

fio de lag particulas primarias y, por la tanto, puede
ger sjustado de forma gque se obltenga una preparaoiGn

de actividad Sptimae
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I tante de 4cido clorhidrico diluldo de pH'1,6 durante 20 ho=

~10.

[ AW .

Proparecidn de sol de silice
Se introducen 100 ml de egua tridestilads en wna

vasija provista de los electrodos de ung unidad de vglorag-
cidn automética. Con intensa agitacldn se afiade 4cido clor-
hidrico 2N, 520 ml en totaly a caudal constente, sobre el
egua degtilades al mismo tiempo se obiiene uns solucién de
vidrio soluble mezclando 260 ml de vidrio soluble de 41° Be,
relacidén molar N320=Sio2 = 133,42, ¥y se agregan 240 ml de
egup tridestilade, medides en una unidad de valoracién autg
md%ica (Rediometer Copenhagen TTT1), de ‘tal forma que el
pH en la vaslija se mantengé en un valor constante de 1560
Te temperaturs se mantiene en el vglor ambientee

El sol de silice transparente obtenido, conxeniendo
8, 2 de §i0, y 4,7 % de NeCl, es dializedo en ‘@ tubo de
dialiais de celofdn, de 28 mm de didmetro (Kalle AeGe,

Wiesbaden, Biebrich, Alemania) frente a una corriente cong-

ras sproximadementes Por cada carga de 1,3 litros de sol
de sllice se aplica un total de 100~120 litros de &cido clox
hidrico diluldo. Después de la dialisis, el sol contiene

5y5=6y5 % de 510, y alrededor de 0,02 % de NaCl. Almacenan- |

do el sol a 0% no se forma ningin precipitado gelatinoso
haste que no han transcurrido de 4 a 5 semanadge
EJEIPLO 1

Se ﬁisuelven 348 mg de una preparacidn de esterasa
de acetilcolina (Signa Chem.,Ste Louls, Mo., UeSehe) on 1
nl de aguzse. Se disuelven 25 mé de fogfato potdsico dihldré-
geno en 25 ml de un sollde sflice recién preparado (se ob—
tiene en la forma antes descrita) y se ajuste el pH a 7,5.

Entonces se efiade rdpidamente el enzima disunelto g 9,4 g del
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pol de sllice, después de lo cugl la mézcla'gelifiea. Ia
prepavraclén de gel acuogso de silice/enzima ssl obtenida'
contenlene 0,365 mg de esberass de acebtilcolina por gfamo
de preparacién. Ia actividad enzimdtica de la preparaéid@ '
de gel acuoso de silica/enéima se determina de la siguieﬁ~
te formas : '
|  -Se comprimen 2 g de la preparacién de gel a través
do un temlz (anchure de malla, 0,1 mm) y se agregan s 11 ml
de ura solucién reguladore de fosfato 0,01 M (pH %,4) en
una vesija provista de los electrodos de una unidad de ve-
loracién sutomdtica y después se afiaden 3 ml de una solu-
cién acuosa 0,2 i de cloruro magnésico. EL pH de lg mézola
se ajusta a Ty4 hasta que permanece constantbe. Esto tiene
que hacerse varias veces debido a la capacidad de intercem=
bio del gel de silicee A continuacidn se aﬁadén 0,5 ml de
una solucidn acuoss 0,055.ﬁ de hidroclorurc de acetilcoling
(que es convertido por el enzime en £cido acético e hidro=

cloruro de colina)e EL deido acético formado'se valorg me-

‘diante una.unidad de valoracién gubomdtica con solucién
acuosa 0,02 N de hidréxido sédico y la actividad de la es~ |
| teresa de acetiloolina se determina como consumo de hidré- |

1 xido sédico expresado en equivalentes gramo por mlnuto. Come

rarando la actividad asi determinada con la actividad de

1 ng del . material enzimdtico de partlida en estado disuel-
t0, so determina la activided relativa del material enzi-
nédtico embebidos Se halla une actividad relativa del 62 R
Con objeto de investiger si se produce absorcidn o mds bien
oclugidn, el sistema de gel‘aouoso dé sIlice/enzima se en=
juaga en una solucién acuosa al 2 % de hidrocloruro de me-

tilamina (que es normalmente utilizado para desorber 1as
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| con el material enzimdtico de partida. Ademéds, una canti-

Solucién C: 3 mg de riboflavina en 10 ml de solucidn requ

-~ 12

protefnas absorbidas) y a continuacién se lava tres veces
con porclones de la solucién reguladora 0,01 I de fosfato.
En la preparacién de gel acuoso de silice/enzima se pro-

senta una actividad relativa del 58 % cuando se compara

dad de 1,6 g de gel acuogo de silice preparado en la forma
antes ‘descrita de este ejemplo, gin embargo en ausencig
del enzima, es-agitada durante 14 horas en una solucidn
de 2 ng de la preparacidn de partida deo esterasa 4o acetil-
cblina en 4 ml de agua. Una vez interrumpida la agitacidn,
la mezcla se centrituga. El lIguido que sobrenada. contiene
1,48 mg do material enzimdtico activo, determinado a par-
tir de la actlvidad y el gel acuoso de silice sa lava tres
veces con porcionesAde la sqluoidn reguladora 0,01 M de fos-
fatoe El gel acuoso de silice presents entonces una geti~
vidad enzimdtica correspondiente a 0,05 mg del enzimae
El enzima embebido en silice, prepafado de acuerdo
con egte experimento, se compara con el mismo enzima pero
ahora embebido con un gel de acrilamida preparado a partir
de los gsiguientes ingredientes:
Solucién At 40 g de sorilamida en 100 nl de solucién regu-
ladora 1/10 N de fosfato, pH 7y4e
Solucién B: 2,3 g de N,N'-metilen~bis(acrilamida) en 100 ml
de solucidén reguladors de fosfato, PH Tyde

ladora 1/10 N de fosfato, pH 7,4

Sol@cidn D: 3 mg de NH,5,04 en 10 ml de solucidn regulado-
ra 1/10 ¥ de rosfato, pH T,4.

Solucidén E: 6 mg deAesterasa de acetilcoline en 1 nl de so-

lucidn reguladora de fosfato, DPH Tyéde
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| 1uz solar directa es catalizada agregando 1/10 ul de Soly

- 13-

La prepai'acidn de gel/enzima se realizs mezclando -
1 ml de Solucién A con 4 ml de Solucidén B y sfiadiendo 1 al
de la solucidén de enzima E. La fotopolimerizacidn por la

cién C y 1/10 ml de Solucién.D a cada una. Ia polimerizaloiéz
se completa en unog 10 minutose El gel es finamente disper
sado prensdndolo g través de wn tamiz (0y1 mm)s Aungue es-
ta preparacién presenta una aoilvidad relativa del 66 % .
aproximedsmente, egta actividad dilsminuye fédcilmente por
lavado hasta alrededor-del 5 %, conteniendo el flufdo de
lavado alrededor del 63 # de la actividad enzimdtiocas

) Se auspenden 10 mg de la preparacién seca de este-
ragg de acetilcolina en 10 ml de una solucidn que contiene
2,1 % de nitrato de celulosay 52,8 % de éter dietilico,
14,1 % de aleohol etilico, 20,9 % de acetona, 6,4 % de al-
cohol amflico y 3,7 % de é'l;er de etilenglicole. La suspen-—
8idén se vierte sobre unm placa de vidrio plano con nng Su-
perficie de 44 cm2 y durante 75 minutos se eveporan los
componentsy voldtiles nediante un paso muy suave de nitré-
geno, degpuds de lo cual la membrans formada es inundada
con 100 ml de agua y cortada en peguelios trozoss Los 100 ml
de agua contienen lg mayoxr parte de lg actividad, y la mem=
brang es solamente alredefor del 7 %y que disminuye todavia
nés el lavar hasta menos del 0,5 %

EJTEMPIO 1a _

De la misua forma descrita en ol Ejemplo 1 se embe-
ben 6 mg de una preparacidn de esterasa de acetilcolina en
50 ml de gel acuosgo de sllices. Ia preparacién-de gel de
sllice/enzina obtenida se deshidrata hasta el 23 % del pe~

go original del gel (que es alrededor del 360 % de agua,

14
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ecaleulado sobre Siozl,ﬁléalesdeshi@raiado culdadosamente
en un mortero y tamizados De la fraccién 'l;a.mizada con unas
dimensiones comprendidas entre 0,6 y 0,25 mn se separan los
finos por lavado ¥ decantaciéne Se llena un tubo de ; m
de didmetro int;rno con 3,5 g de las martlculas, contenlen=-
do por lo tanto 1,77 mg cono miximo de le preparacidn de
esterasa de acetilcolina. Esta colwmna se mantiene a 25%)
con ayuda de un ‘termogtatos Se hace pssar por la columng
wna solucién de substrato. Esta solucidn estd constitulda
por 0,33 mg/ml de hidrocloruro de acetilcolina en solucién
reguladora 0,01 M de fosfato, pH 7,4, conteniendo 8 mg/ml
de Mg01236 H20 vy (c&ntra el creciniento de los microorganig
mos) 100 mg/litro de oxitetraciclina y 1 ml/l de suspensién
de pimafucina (2,5 %)e

Durante la experiencia..,' 1a solucidn de reserva se
mantiene por encima de 0% ¥y s0lo se callenta cuando entra
en la columnas

A una velocided de 75 wl/hora, se convierte el 80 %
del hidrocloruro de acetilcolina. Reduciendo la veloclidad
de paso a 3;,5 ml/hora, se convierte ia totalidad del subg-
tratos Esta columna es utilizada constantemente durante 4 .
dfas, durante cuyo tiempo no se observa ninguna pérdida de
actividade

 EJBIPIO 1b

En la forma descrita en ol Ejemplo 1, se afiaden
6,8 ng de esterasa de acetilcoling a 9 ml de sol de silice
(ajustedo a pH '},4) y esta mezcla se agrega sobre 3,12 g
de pledra pomez (diémetro de las particulas, alrededor de
3 ﬁm)'conxanida en una vasija evacuada, después de lo cual

ge restablece la presidén atmogférica con objeto de llenax
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t0dos los poros de la piedra pomez con 1lg mezecla de enzima/
s0l. .

Ia parte que no eg retan:ida Por 1los poros se sepa-
ra en la trompa de agua sobre un filtro de vidrioe Todas
ostas operaciones se realizan gntes de que la mezcla de -
s0l/enzina gelifique. ‘

Ia piedrs pomez retiene 2,48 g de sol (con'beniendo
1,69 mg de preparacién de enzima)s Después de gelifilcaxy
las particulag se iuntroducen en ung columna que 86 u:tgiliaa

en la forma descrita en el Ejemplo 1ge A una velocidad de

bombeo de 1Y ml/hora se convierte el 85 % del substratos Eg-

ta sctividad es constante dursnte el tiempo de la experden—
ciay que es de 5 dlage | |
' EBIPLO 2

En 100 ml de sol de silice dializado, preparado de
acuerdo con el método descrito anteriormente, se disuelven
200 mg de KH PO4_ v el pH se ajusta a 3~4 mediante la adi-
cién de wna solucidén 4 N de NaOH. A continuacién se afiaden
30 mg de tripsina (de Koch-Iight, Colnbrook, Bucks., Inglate |
rra), disueltos en 5 ml de solucién acuosa 10 =3 N de 4oido
clorbfdrico y el pH de la mezola resultante ge ajusta a
8,0 nediante uns nueva adicidén de NaOH 4 N. Después de ve~
rios minutos se ha formado un gel sélido y firme (conteni-
do en ‘5105, 5,2-6,2 %) ‘

La .actividad en 'brlps;na de este sistema de gel/en~
zima 8o .de’t;ezmina de la sigulente forma: Se comprimen 2 g
‘del gel a través de un tamiz con mallas de 0,1 m do didme~
tro y a continusoidn se afiaden 15 ml de una solucién regula
dora 0,01 M de fosfato (una soluciédn de 680 mg de KH,PO "en

4
1 litro de agua tridestilads, ajustada a pH 8,0 mediante la
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‘adicién de NaOH 0,1 N)e Debido a la actividad cambiadora

PH es perturbedo de nuevo despuds de la adicién del BAEE y

‘después a vacio sobre fcido sulffirico ooncentrado hasta apro
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de ion del gel de silice,el pH del sistema no permanece
congtantes Por lo tanto, el pH se ajusta con agitacidn con—~
tinug hasta quewes'be valor permanece congtante en 8,0 A
con'b:_i.nuacidn se afiaden 100 mg de éster etllico de N-o=ben—
zoilerginina (BAEE), disueltos en 0,5 ml de la solucién re-
gzladora de fosfat;) antes mencionadae. Lo tripsina active
hidroliza este éster, formando g0ido lipbre. Ia actividad
se mide en un termostado de agus valorando continuamente

el 4cido con una sblucidn 0,0025 N de NaOH, empleando una
widad de veloraclén automdtica colocada a pH 8,0 y mante~
niendo ls temperatura constante en 2500 con un termostato.
EL consumo de NaOH por minuto proporciona una medida de la
actividad de la prepéracidn, gue S8e expresa en egquivalentes
&ramo por minuto y por gramo de preparacidn. Debido a la
actividad cambiadora de ion del gel acuoso de sfllice, el

la velocidad de consumo de NaOH tiene gque ser determinada
después de haber afiadido ya una clerta cantidad de NaOHe
Egte cantidad de NaOH se determina de le misma forma en un
experimento en blanco, realizsdo -con ung cantidad igual de
gel acuoso de silice en ausencia de enzimae. La actividad de
la preparacién seo compara con la de una cantidad de enzims
disuelto igual a la emvebida en el gel de silices De esta
forma se obtiene una aotividad relativa de 55-65 %

El gistema de gel/enzima agfl obtenido se deshidrats

ximadamente el 15 % del peso original del gel (alrededor del
200 % de agua,.calculado sobre $10,)e Ias partlculas granu-

ladas sélidas asf obtenidas pueden ser utilizadas como ta=
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iﬂ de solucidén de tripsina en el momento % = O Ig véloci-—_
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les. Con opjeto de determinar la actividad en condicionéaﬂ :
normales, se pulveriza uns cierta cantidad en un mortez:oy;
se pasa & través de wn temlz con malles de 0,_1 mme Lg £CTiw
vidad se determina en la rorma antes descrifa. Al parecer
durente la deshidratecién no se pierde actividad. También
después de laver los grdnulos verias veces con agua trddes
tilada 0 con la golucidn reguledora entes mencionada, pare~
ce que la activided no ha disminufldo.

Se realiza wia comparacidn de la estabilidad = 2'500

da embebids en gel de sflice acuoso, de la sigulente mane—
ré.: Se prepara ung solucién de reserva de tripsina en HCL
107> H, conteniendo 1 mg de material enzimdtico por mle F
ta solucidén eg estable durante varias horaé ¥ se utilizg en
el siguiente experimentos:

A una solucién de 100 ng de BAEE en 15 ml de solu-
cién reguladora de fosfato (0,01 M) a pH 8,0 se afinden 0,2

dad de conversidn se determina en la forma antes mencionada
y se encuentrs que se convierte en 5,7 x 10-4 eguivalentes

gremo de BAEE por minutoe '

En los cuatro experimentos si@zier;‘beé se replte el

procedimiento; sin-embargo, se efladen a la solucidn regula~
dora 0,2 ml de solucidn de 'bripsina. Despuéds de unos inferva-
los de tiempo variables de 3, 15, 45 y 60 minutos respecti- 1
vemente, se egregen 100 mg de BAEE y se determina la veloci-

ta: de conversidéne Ios valores encontrados estdn en la si-
ente tablg?
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Poeriodo de reaccidn- Velocldad de conver-
enzimédtica despuds gidn, equivelentes
de t = 0 (minutos) gramo/minuto
597 b 4 10-.4
445 x 10-4
15 T 4,0 x 1074
45 | 3,5 x 1074
. 60 3,2 x 1074

Ademds, la velocidad de conversién de 150 mg del gel
acuogo Ge silice parcizlmente deshidratado conteniendo trip-
pina embebida se determing después de haber afigdido 15 ml
de solucidn reguladore de fosfato (véase la determinancién
de actividad descrita anteriormente). Se encuentre una ve-
loclded de conversién de BAEE de 5,1 x 10™4 equivalentes
gramo/minutos: El sistema de gel acuoso de sflice/enzima se
separe por filtracidn y en una experiencia similar poste-
rior se convierte otra ciertes cantidad de BAEE. Ia activi-

dad encontrada es de 4,9 x 10™4 equivalentes gramo/minuto

que permanece casi constante en las siguientes conversilo-

ness El procedimiento se repite después de dejar en reposo
durante 1 y 2 horas el sistema original de gel acuoso de
gilice/tripsing y se observen las mismas veloclidades de con-
x.rersidn'-" . A

Fn un ejemplo comparativo, se incluyen 6 mg de txip~
sina enun gel depoliacriiamida en la forma descritg en el
Ejemplo 1e Aunque enta preparacidn presenta ung actividad

relativa del 74 % aproximademente, esta actividad disminuye

por lavado hasta alrededor del 7 %, conteniendo el fluldo

de lavado aproximadamente el 68 % de la actividade
En la forme descrita en el Ejemplo 1 se reellize una

comparecidén incluyendo 10 mg de tripsing en una membrana de
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nitrato de celulosa. Después de lavar la »isma, 1o, mayor
parte de la actividad se enouentra en el flufdo de lavado ,j
presentando la membrens mexiog del 0,5 # de la actividade '
| BIRIFIO 3 |

En le Porma descrite en el Ejemplo 2 se embeben 300
ng de tripsina en gel acuoso de silice', en .1ugar de log 30
ng mencionados en el Ejemplo 2+ EL sis’aema gel acuoso de
sflice/enzima presenta slrededor del- '70 % de la activided
de la tripsina utilizapda en la preparac:.dn del geles EL gel
asi obtenido tembién puede ser deshidratado sin nueva Dér
dida de actividad hasta alrededor del 15 % del peso de gel .
corrvespondien'te al 300 % de agus, calculado sobre 5102. :

EJTEIPIO 4

Como se describe en el Ejemplo 2, se prepars u.n sis-A

'bema de gel de sflice/tripsina a partir de solamente 2 mg

de tripsing, en lugar de los 30 mg mencionados en el E;jem—
plo 2 3 se deshidrate hagta el 20 % del peso origingl del
gel (que contiene alrededor del 300 % de agua, caloulado
sobre 5102). El gel deéhidra‘bado es pulverizado cuidé.dosa-;- _
mente en un mortero y tamizado. Medianfe lavedo y decanta~
c¢idén se separan Jos f:.nos de la fraccién tomizeda con dmen
s:i.ones comprend:.das entre 0,6 ¥ 0,25 mme Se llens un tubo
de 7 mn de didmetro interno con 3 g de las partlculas, con-
‘teniendo asl como méx.mo 0,33 mg de tripsina, hasts une al-
ture del lecho de 7 ome Esta columns se mantiene a 25°C con
ayuda de un termostato. Se hace pasar a través de la colum—
nay g una velocldad de 1,2 ml/ninuto, wng solucién de 4 me/|
nl de éster e‘b:(lido de N-o-benzoilargining (BAEE) en solu-

| oién reguladora 0,01 % de fosfato, pH 8 (en la que se han

disuelto 400 ng de 8102 por 1litro, neutrglizando la canti-
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dad caloulada de vidrio soluble)e Ia solucibén de BAEE que
atraviesa la columna se convierte por completo en el tiem=
po que durs ,18‘ e:ﬁperiencia, que es de T2 horase. En este
periodo se convierten en total alrededo;- de 5 g de BAEE.
7 mEEDS

Se disuelven 30 ng de MgSO (anhidro) en 25 ml de
sol de silice aializado ’ o'b‘l:enido en la forms antes descri-
$a. Ia solucién se gjusta a PH 7 con solucidn 4 N de NaOH,
despuds de 1o cugl se aﬁadeﬁ 30 ng de fosfatasa alcaliﬁa
(de Koch-Iight Colnbrook, Buckse, Inglaterra) disueltos en
6 ml de ung éoluoidn reguladors " tris" (esta solucién re-
guladors "“trig" ée obtlene disolviendo en 1 litro de sgua
0,01 moles de trdi(hidroximetil)aminometano (="txis") y 0,01
noles de MgS0, (anhidro)y ajustando el pH a 8,8 con dcido
acético)e Ia mezcla gelifica y al cabo de % hora la masa
rigide se tritura con gyuds de una espdtula y se lave a
fondo con la solucidn reguladors "tris" antes mencionadae
Ia mass lavads pesa 29,3 g ¥ por lo tanto contiene tedrice~
mente 1,2 mg 8o énzima'por gromo de gel. EL gel lavado se
comprime. & ‘través de un tamiz con ung anchura de malla
de 0,1 mne

Ia actividé.d de la preparacién de gel/enzima se Qe
-berminé. de la :f:‘orﬁna giguiente: Como subsirato se toma una
solucién 0,01 ‘M de fenilfosfeto disédico en la solucibn re

| guladora "tris" antes mencionadas Se introducen 5 ml de es~

ta Boll_lcian y 2 g de las pertioulas lavadas y trituradas en
in tubo provisto de un tapén de vidrio esmeriladoe. El tubo

con su contenido se hace girar lentamente de forma continua
con objeto de efectuar una buena mezela del contenidos Des—

pués de 10 minutos. exactamente, se afiaden 2 ml de solucidn
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0,4 N NeOH para detener la reaccién y el gel de silice se
separs por centrifugaciéne Ia cantided de fenol formads se
determing midiendo la abgorcidén ultravioleta a 2;8 nenome=
tros en wna célula de 1 cm. Aplicando el mismo procedimizne
to anglitico a varias cantidades conocidas de .foéfatasa 4l
calina disuelta, pucde ser determinado el contenido en enzi
ma é.c'bivo de las par‘b:[culé.s de gel de sllice; esto corTas=
ponde al '}0 % de la cantidad de enzima que debla encontrar-
se presente tebricamente en la muestras ‘
ETRMPIO 6 N |

Se forma una preparacidén de gel de sil:;ee/lipoxidaea
por el procedimiénto deserito en el E;jemplg 2, poro se Al=
suelven '; ng de lipoxidesa (de_ Sigma Chemsy St¢ I:oﬁi_s, Mo.,
USA) en 5 ml de solucién reguladora (solucidn 0,05 ¥ do |
NH401 y M{4OH de pH 9)e Is actividad de la i)repéracidn de
gel de silice/lipoxidasa asl obtenida se determina de la
aiguien'i;e formas N -

EL gel se comprime a través de un tamiz (tamafio de
inalla, 0,1 mm)s Se prepara une golucidn de substrato a par-
tir de 198 mg de dcido linoleico puro, gue por mezcle gre=
dual de 2,05 ml de NH,OH 1 N se transforna en una paste |
homogénea que se emulsiona en 98 ml de agua, en cuya emul-
slén se disuelven después 1';1;8 ng de 1\11{401.' Finelmente esta
emuldén se satura con oxigeno. Se introducen 2 g del gel
tamizado en un tubo con un tapbn de vidrio esmerilado. Se
afinden 5 ml de substreto a t = 0 gl gel, después de lo cl.;a.l
el tubo se sacude continuamentes Después de 5 minutos exac-
temente, se agita el tubo ocon 5 ml de butanol, después de
1o cual su contenido se cehtrifuga para obtener une separo-

cién répida en dos fases. De la fase superior (ase butané-
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lica) se pipetean 2 ml gue se diluyen con 6 ml de metanole.
En esta solucién se mide la absorcién ultravioleta a 234 ma
nonetros cuya absorcidn‘es ung medids de la concentracidn
del sistema dre- "@ieno conjugado formado. Aplicando el mis-
mo procedimientdé analitico & varias soluciones patrén cono-
cidas de lipoxidasa en una solucidn reguladora 0,05 M de
NH401PNB#OH a DPH 9,0 y representando 1% cantided de lipoxi-
desa frente s la extineién a 234 nanometros, es posible, pOﬁ
interpolacidn gréfica del valor encontrado pers la lipoxi-
dasa embebida en el gel acuoso de silice, determlnsr el por-
centaje de actividad retenido por el enzimas Se encuentren
velores de 50-60 % de la actividad originale
EJ BIPLO 7 _

~ Se forma uns preparacién de enzima sintetlzadora de
progtaglanding (PGSE) de la foma siguiente:

Se homogeinizan a 000,25 g de glédndulas vesiculares
frescas de cordero, separando el tejido conector y la gfa—
ga, primero en wa mezcladora doméstica (Twmix) y después
en un homogeinizador Buhler en 50 ml de soliicidén regulado-
ra 0,1 M de fosfato (pH ;,5); Este homOgeneizédd gse centri-
fuga & 10,000 g (g = gravedad) durante 15 minutos a 2~3°Ce
E1 ;iquido_que sobrenada se decants y se centrifuga durante
1 hora a 1004000 g+ Bste segundo centrifugado, que contiens

el PGSE, se seca por congelacidn. El rendimiento es slrede—

ldor de 2 g, constituldos por 30 P aproximadamente de pro-

tefngs Se emulsionan 100 mg de esta preparacidén, que debe
gser considerada como uns preparacidn enzimdtica coubinada
en particulas, en 5 ml de solucidn reguladora de fosfato

0,11 (pH %,5). Se enfrian 20 ml de sol de silice prepara=

do en la forma antes descrita a 0°C y el pH se ajusta a 6
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con NaOH. Despuds se afiade rdpidamente la emulsidn de enzi-~

nes a este sol de slilices

Despuds de esta adicidén se ajusta el pH de 1a mezcla
a Ty5, despuds de lo ocusl ge gelifica la mezolas ‘

De la preparacidén de gel asl obtendda, s saiiaden 2 g
(correspondientes a 2 mg de proteina) a 2 ml de solucién re
guladora de fosfato (pH = ';,5,' 0,1 1) a la que 86 han agre-
gado 0,6 mg del co-factor glutation (Gamma-I:-glutaﬁii-l"mci_g
teinil-glicina), 0,1 mg del substrato doido dihomo-;gé;éma-'
linolénico "(siendo la totalidad deido cis-8y 11, 14~eicona~

trienoico) y 0,1 mg de hidroquinona. Eota mezcla de preparart

cién de gel de sflice acuoss/enzima y la solucién saturada

con mire y conteniendo el substrato se agita durante 15 mi=|

nutos a 35°C, después de lo cual se inberrumpe la reaccién
por acidulacidn con deido cItrico hasta un pH inferior a 3.
A continuacidn la mezcla se agita tres veces con porciones
de 1 ml de éber dietllicos Se recogen las capas elbéreas, se
combinan y se lavaen con agua hasta que la reaceién de la
golucidn etérea o3 neutras Despuds se evapora la solucién
etérea y el residuo se recoge en 1 ml de metanol. Se intro-
ducen 0,1 ml de ests solucidn en una celula de cuarzo de .
1 em, junto con 2,4 ml de metanol y 0,5 ml de KOH 3 N en mej
tanol acuoso (conteniendo ';5 % de metanol). Despuds de unos
5 minutos, se determing lg cantidad de prosté.glandina Ey
formads, & pertir del aumento ‘de 1a sbsorcién ultravioleta
a 23’} nanometros, debido a la conversidn de PG-E1 en PGE1
237. Cuando se compgra coﬁ 2 ng de protelns de la misma
preparacién de PGSE en 2 nl de solucidn reguladora, mante-
nida a 0°C, la preparacién de enzima embebido en gel de
sflice ha retenido el 50 % de su actividads




10

18

. 20

25

30

ltante contiene 41 mg'de la preparacién de ureass POr Sramos

- 24_

-  EJEIPIO 8

En la forma desorita en el Ejemplo 1 se embsbe una
cantidad de une preparacién de uressa (de SI@IA, St. Louls,
Moo USA) en gel acuoso de sflice (pH 8)¢ Despuds de la ge=
lificacidn, la p;'eparaeidn de gel/enzima se deshldrate hasg-
ta ol 12,5 % del peso original (que contlene alrededor de
150 "}’rg de aguay calculado sobre Sioa)‘. ElL producto resul~

Despuds de pulverizar y tamizar la muestrs en parti~

culas menores de O,1 mm, se determina por valoracibn la ac-

enzima de forma anfloge o la descrita en el Ejemplo 1. Ia
golucién reguladora utilizada es solucidn 0,1 1 de fosfato
('pH 8,0) en luga:;" de 0,01 .M e pH ;,4 utilizada en el Ejem-
plo 1y el subsirato es formado por 300 mg de urea en 3 ml
de solucidén reguladora, en lugar del hidrocloruro de acetil-
coling del Ejemplo 1. EL smoniaco formado se valora & DPH
constante con HCl 0,2 Ne Aungue a pH 8,0 solamente se valo-
1;3 elrededor de la mitad del azhoz_ﬁaeo formado, como conse-
cuencia del didxido de carbono también formado, la gotividad

de la preparacidén de ureass puede ser expresads de esta for-

medida absoluta. Comparando la actividaed asl determalnads con
la actividad de 1 mg del material enzimdtico de paxrtida en
eatado disuelto, se determina la actividad relativa del en—
zima embebido. Se encuentra una actividad relativa del 40 %
aproximadamentes Ia actividad no se altera lavando a fondo
varias veces las particulas de gel/enzima con la solucién req

guladorg empleadge

“Itividad enzimdtica de la preparacidén de gel acuoso de :sil:!.ceL _

ma en equivalentes gramofinuto, que evidentemente no es wna|.
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EJEMPLO 9 g
En la forma descrita.en el Ejemplo 4 se preparz una
gollmma de 4,2 g de particulas de gel/ureasa, que contienen
alrededor de 20 mg de preparacidén de ureasa por gr::m?wo: De es

tg forme la columna contiene unos 84 mg de ureasae 3@ pasa

reguladora 0,1 M de fogfato (pH 8,0), sa-tizrada con Sf'.o2 en
la forma descrita en el Ejemplo 4. 4 una velocidad de 150 ml
hora, se convierte alrededor del :/’? % de la wreaj & wne velo
cidad de :15 ml/hora se convierte eL 100 %.

EJ1PIO 10 .
S embebe en hidrogel de silice una preparacd én de ca~
talase (de Koch-Idght Colnbrook, Bucks, Inglaterra), en la
forma descrita en el Ejemplo 1.
Ia éreparacidn obtenida contiene alrededor de 1 mg
de la preparacién de enzima por gramoe. Ila prepaz;ad.dn de
Tlgel/ engime se tritura y se lava a fondo. Ig gotividad engi~
mnética de la preparacidén de gel de silice/enzima se deter
ming de la forma gigtiente:
Una centidad adecuada de particulas menores de 0,1 mm
Jse agregs & unoé 10 ml de solucidn reguladora 0,1 M de fosfa~
to (pH '},0) exents de aire. Se agregan 0,é nl de Hy0, al
0,3 % y se mide la disminucién de la concentracidn de H,0, '
por un método conocido, con ayuda de un sisteme de electro-
dos de platino y éalomela.nos, mientras se eliming coantinua~
honte el Op producido haciendo-burbujear N, a través del me-
310 de reaccidn.
Ia concentracidén de H2°2 S0 representa logaritmicazﬁen-
to y se obtiene una linea recta. La pendiente de esta linea,

1

expresada en segundos ~'y @6 utiliza como una medidg de la ’

betividad de las preparacionese Para la llamada "Katalase—
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fﬁhigkeit", véase, por ejemplo, "Enzymes", M. Dixon y E.Ce
Webb, Longmans London (1964) page 16e Comparando la acti-~
vidad con la de 1 mg del material enzimdtico de partida, se
encuentra una actividad relativa del 20 # aproximadsmente,
que permanece d;nstante ‘también después de otro lavado a’
indq.
J::IJ'M‘JD?LO 11

Se suspenden 1,8 g de esporas himedas de Penlcillum
roguefortl en wna solucilén sglina fisioldégica hasta un vo-
lumen total de ; nle

Se-agrega 1 ml de esta suspensidn conteniendo aire-
dedor de 1010 esﬁoras a 4,5 ml de sol de sflice (ajustado
a pH %,0), degpués de lo cual se deja que la mezo;a g0 geo~
lifique. EL gol de sflice asl obtenido se tritura con una
espétﬁla y 8o lava tres veces con 10 ml de solucién regu-
ladora (fosfato 0,01 M a pH f)irLas particulas lavadas se
introducen en un frasco de 100 ml con tepén de vidrios Se
afiaden 20 ml de una solucién de substrato constitulde por
i &/1litro de solucién de 4cidos grasos en solucién tempén
acuosa 0,01 M de fosfato (pH 7); los doidos grasos estén
formados por 19,0 % de &cido mcético, 18,8 % de 4cido butl
rico, 11,2 % de dcido caproico, 10,6 % de dcido caprilico,
19,6 % de deido cédprico y 21,4 % de deido lduricos
| Do acuerdo con la bibliogratia, €sta es una buena
composicién media de 4cidos grasos exentos de C5C45 que
aparecen en sl queso azul esecandinavo y en el queso Rogque-
fort, representando 1 g de dcidos grasos alrededor de 250 g
de guesoe kn condiciones asépticas, la mezcla de dcidos gra—
soa/éoiucidn reg&ladora y preparacién de gel de sllice/en-

zina ge agita suavemente a la temperatura ambiente; al ca-
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bo de 18 horas se observa el intongo olor de las metilceto- |
nag, pareciéndose mucho la percepeién de sabor gloval al |
caracterdstico del queso Roqueforte

Ias particulas que contienen esporss S6 separzi por
centrifugacién y en el riuldo que sobrenada se anaLizé.n lag
metilcetonass Se encuentran les sigulentes cantldades (poz-‘
cromatograi‘ia de gases), indica:ndo lag oifras entre perénte-
sis el porcentaje de los dcidos grasos correspond:l.e_n‘ces con
vertidoss ‘
2-heptanona 5,25 mg/l (4,8 % sobre doido caprilico)
2-ponanona 6,50 mg/l (3,2 % sobre 4cido cdprico)
2-undecanona 0,35 mg/l (0,2 % sobre gcido ldurico)
En el liquido que sdbrenada no se encuentran espo-
ras y las inciuldas en las particulas de gel de silice no
germingn dentro del tiempo de duracidn del expérimento.

En un experimento correspondiente empleando la misma
cantidad de esporas pero sin gel de silice, se encueniran
les sigwientes cantidades de metiloetonas: '
2—hep‘ba’hona 8445 ng/l (7,7 % gobre 4cido caprilic)
o-ponanona 4,95 mg/l (2,5 % sobre dcido céprico)

Tembidén se ha encontrgdo que es posible preparar de
formma continua estos sabores g quéso empleendo una columna d
solucién de substratos ]
EJHIPIO 12
Se suspenden 5 g de material celular himedo de Clo-
dospori butyri en una solucién selina fisioldgica, siendo

el volumen totgl de 10 ml, conteniendo alrededor de 9 x 1010

o-undecenona 0,35 mg/l (0,2 % sobre deido léurico)

esporas embebidas en silice 2 través de la cual se filtra laf

L 1% N

células por mle De la misma Porma descrite en el Ejemplo 11,1} .
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ge incluye 1 ml de esta suspensién en un hidrogel de sili-
cey que después se tritura y lave y se mezcla con 2 ml del
nismo substrato utilizado en el Ejemplo 11+ Ya despuds de
agl tar suavemen'te durante 20 minu’sos ls mepcla obtenida, se'
percibe oJaramente el olor a q,ueso- Al cabo de 18 horas, se
separan las part:!culas de gel por centrifugacidén y se deter—
minaﬁ lag metilcetonas forﬁadas.

Se encuentran les sigulentes cantidades (por croma-

" lbosrafla de gases):

2-heptanona 30,5 mg/l

2-nonanona 9,3 mg/l

o~undecanona 0, 1 ng/1

En el lIguido que sobrenada no se encuentran células
y las inclufdas en las particulas de gel de sflice no ger-
pinan dentro del tiempo que durs el experimento.

In wn experimento correspondiente empleando la misms
cantidad de célules pero sin gel de sllice, se encuentran
lag siguienteg cantidades:

- o-heptanona 31,0 mg/l

2-nonanons, | 17,5 ng/l

2-undecanons 1,1 ng/l
En reéumen, la Patente de Imvencién que se solicita

recaerd sobre las gigulentes?
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A pBR.

REIVINDICACIONES .

1. Un procedimiento para la preparacibén de sustan-
cias enzimédticamente activas, caracterizado por preparar
un gel acuoso de silice en presencia de una preparacidén de
enzimas,

2. Un procedimiento segin la reivindicacidén 1, ca=-
racterizado por gelificar un sol acuoso de silice en pre-
sencia de una preparacibén de enzidas.

3. Un procedimiento segin las reivindicaciones 1 6
2, caracterizado por preparér un gel acuoso de silice en
una solucién que contiene enzimas en forma de particulas,

4, Un procedimiento seglin las reivindicaciones 1 8
2, caracterizado por preparar un gel acuoso de silice en-
una solucién que contiene enzimas en estado disuelto. »

5. Un procedimiento segin cualquiera de las prece-
dentes reivindicaciones, caracterizado por pfeparar un gel
acuoso de silice/enzima en presencia de un soporte poroso.

6. Un procedimiento segin cualquiera de las prece-
dentes reivindicaciones, caracterizado porque el gel acuosd
de silice/enzima es deshidratado hasta un contenido en agug
no inferior a;/lo% del agua, calculado sobre el peso de
SiO2.

7. Un procedimiento segin la reivindicacidém 6, ca-
racterizado porque el proceso de deshidratacidén se realiza
en comwbinacidn con medidas que comunican la forma deseada
a la preparacidén de gel acuoso de silice/enzima.

8. Un procedimiento segin las reivindicaciones an-
teriores en el que para reallzar procesos enziméticos se
pasa una solucién de un substrato adecuado & través de una

i

columna de gel acuoso de silice/enzima.
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9. Uz procedimiento segin las reivindicaciones an-
teriores en el que para realizar procesos enzimlticos se
mezcla un sistema de gel acuoso de silice/enzima enzimética
mente activo, cén una solueibn de un substrato’selecciona—
do para éer convertido enzimAticamente por el enzima, man-
teniendo la mezcla durante un tiempo previamente determi-
nadé, preferiblemente con agitacion y separando de la solu
cidén la preparacidn de gel de silice/enzima.

10. Se reivindica por filtimo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita:
"UN PROCEDIMIENTO PARA IA éREPARACION DE SUSTANCIAS ENZIMA
TICAMENTE ACTIVAS",

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la
presente Memoria descriptiva, que consta de treinta phgi-

nas mecanografiadas,
Madrid, 1 de agosto de 1969.

BERNARDO ((INGRIA.
Peps
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