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Es un hecho conocido la copulacién de enzimas
con polimeros insolubles mediante enlaces cavalentes para
obtener conjugados de enzimas insolubles. En un estudio
publicado en Ann. Rev. Biochemistry 35 (II), 873 (1966),

I. Silman y E. Katchaleki describen la preparacidén de es-
tos conjugados de enzimas. Algunas veces se ubilizan péli—
meros solubles en ague como vehiculos, los cuales se ceti~
culan mediante reactivos bifuncionales de tal maners que
finalmente se obtienen de nuevo derivados de enzimas inso-
lubles. Un ejemplo bien conocido de los mismos es la coOpu—
lacién de tripsina con el copolimero de etileno anhidrido
del decido maleico y la reticulacién del producto de la co-
pulacidén con hexametilendiamina, descrita por E. Katchalskil
en Biochemistry 3, 1905 (1964).

Las enzimas modificadas de este modo son impor-
tantes sl se quiere utilizar una y la misma preparscidn de
enzima pars verias conversiones enzimdticas, ya que después
de la conversién el derivado de enzima insoluble puede se-
pararse de la mezcla de reaccién y utilizarse para la con-
versidn siguiente. Laus enzimas modificadas a conjugados in-
gsolubles son més estables que las enzimas sin modificar.
Esta modificacibén es egpecialmente importante si se utili-~
zan enzimas relativamente costosas.

En muchos casos, no obstante, es deseable utili-
zar conjugados de enzimas solubles. Los productos textiles,
por ejemplo, no pierden el apresto en absoluto por la ac-
cién de unaA-amilasa insoluble porque sobre un soporte sé-
lido, por ejemplo algoddn, el substrato, por ejemplo almi-
dén, no puede reaccionar con la enzima insoluble o lo hace

s6lo en pequefic grado. Ademds, lus enzimas unidos a un so-
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porte sélido tienen sélo una velocidad de conversidn muy
lenta en comparacidn con las enzimas en solucién. Ia pro-
teasa insoluble tampoco producird mucho efecto en la sepa-
racién de manchas de proteinas de las fibras textiles.
Por otra parte, la forma estable y soluble se preferird
frecuentemente & la forma insoluble para fines terapéuticos
y cosméticos.

También es conocida la obtencidn de conjugados
de enzimas solubles por reticulacién. En Biopolymers 5 ,
577-582 (1967), R.P. Patel y otros describen la preparacién
de conjugados solubles en agua de quimotripsina con poli
(dcido acrilico), poli(dcido glutdmico) y carboximetilcelu~
losa (CMC). La reticulacidén con los dos polimeros menciona—
dos en primer lugar se lleva & cabo por medio del reactivo
K de Woodward, aplicdndose la CMC en la forma de su azida.
Unicamente en unos pocos casog pudo considerarse suficien-
te el rendimiento de actividad obtenido por la copulacidn.
El grado de reticulacidn fué muy bajo. Acerca de la estabi-
lidad de los conjugados independientes no se dispone de da-
tog.

Resumen de la Invencidn

Se ha encontrado ahora un procedimiento para la

preparacidn de conjugados de enzimas estables y solubles
en agua por formacidn de enlaces covalentes con compuestos
que contienen varios grupos reactivos, caracterizado por

el hecho de que se hacen reaccionar una enzima y un hidro-

‘lizudo de proteinas junto con estos compuestos reactivos

para obtener conjugados solubles con un rendimiento de ac-
tividad mucho mayor en comparacidén con los métodos conoci-

dos. Egtos conjugados exhiben una estabilidad satisfactoria
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contra la desnaturalizacién térmica. Ademds, son estebles
en un campo de PH que es mds amplio que el de la enzima
original, tanto en la regidn dcida como en la bdsica.

Se ha encontrado ademds que estas enzimas son especialmen—
te resistentes contra la accidn de los detergentes. Todas
egtas propledades hacen muy adecuados los presentes con-
jugados para uso en agentes para lavado de ropas y en coili-
posiciones liquidas pare la limpieza de superficies y para
preparaciones farmacéuticas y cosméticas tales ecomo unglien-
tos y lociones. '

Por el término "hidrolizado de proteinas' se en-
tiende uno o mds aminodeidos o péptidos, o mezclas de les
mismos. las Ultimas pueden obtenerse, por ejemplo, por
hidrdélisis de proteinas. Este hidrdlisis puede efectuarse
por cualquier método convencional, p.ej., con un 4ecido o
un enzima.

Como proteinas estdn particularmente cualificadas
las siguientes sustancias: caseina, sero-albimine, lacto
globuline, albimina de huevo, fibroina, miosina, queratina,
coldgeno, gelatina, proteinas de soja y mezclas de protei-
nas crudas.

Fl hidrolizado de proteinas tiene una accién
protectora de la enzima en el procedimiento de reticulacidn,
cuyc mecanismo es sin embargo desconocido. Im los conjugedos
de enzimas en cuestidn, que tlenen un contenido congidera-
ble de péptidos o amino-deidos, las Ultimas sustancias de-
muestran tener una influencia favorable sobre la conser-
vacién de la estructura de la engzima, en particular de las
estructuras denominadas tereciarias y cuaternarias como se

describe en, por ejemplo, Angew. Chem. 78, 217 (1966).
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. La destruccidén de estas estructuras se denomina desnatura-
? ligacidén. Se produce fdcilmente, por ejemplo, a tempera-

: turas elevadas y por la accidn de sustancias quimicas talés
. como detergentes, oxidantes y medios fuertemente dcidos

" & bésicos. Como la actividad depende en gran parte de la

conservacién de estas estructuras, se supone que en los
conjugados en cuestién los péptidos y aminodcidos fijan
Tirmemente cstas estructuras. En los conjugados de acuerdo
con la invencidn, la presencia del hidrolizado de protei-
nas no afecta en ningin aspecto desfavorablemente a la
actividad de la enzima.

El compuesto con el que se reticulan la enzima
¥ el hidrolizado de proteinas debe ser preferiblemente
un polimero reactivo soluble en agua, el cual se puede

formar a partir de un mondémero reactivo o de un polimero

- no-reactivo activado de una manera convencional. Es tam-~
f bién posible, sin embargo, utilizar otros compuestos bi-
} funcionales tales como aldehidos, di-aldehidos, aldehidos
insaturados, y ésteres de dcidos carboxilicos halogenados.

- Ios agentes de reticulacidn solubles méds adecuados son:

poli(dcido acrilico), activado, por ejemplo, con 3‘=sulfo:

~nato de N-etil-5~fenil-isoxazolio (reactivo X de Woodward),
- la azida de carboximetilcelulosa, etileno~anhidrido del :
- deido maleico, poli(dcido glutdmico), activado con reactivo

X de Woodward, formaldehido, tioformaldehido, dextranas

- sustituldas con grupos isotiocidnicos, derivados del écidg
- dimetil adfpieco, aldehido glutdrico, carbodiimidas y clo-
‘ruro de fenol-2,4-disulfonilo, bromuro de ciendgeno, P°¥i,
! sacdridos activados por bromuro de ciandgeno, aldehido

croténico, acroleina y ésteres cloroférmicos,o una mezcla:



E
‘de estos agentes.
i Le reaccidén de reticulacidn se lleva a cabo & un

EpH comprendido entre 4 y 10,5, dependiendo de la enzima
éy del reactivo aplicado, pero se prefiere emplear un pH
5 jCOmprendido entre 5 y 8. La reaccién comienza ya inmedia~
itamente por encima del punto de solidificacidén, por ejemplo
;a 49C¢, pero entonces es de tal larga duracidén que, por
rejemplo, se requieren de 20 a 48 horas para una reticula-
cibn adecuada. Por ello, la reaccibn se efectia preferible-
10 émen“be a una temperaturae superior, pero no se presenta pro-
‘blema alguno de desnaturalizacién térmica de la enzima.
: El método de acuerdo con la invencidn puede anii-
fcarse en la conjugacidén de muchas enzimas tales como redoxa
fsas, por ejemplo, catalasa, y también hidrolasas tales como
15 %proteasas, amilasas, lipasas, asi como transferasas, lia-
fsas, isomerasas y ligasas, 0 mezclas de estas enzimas. .
i Se ha encontrado ademds que el procedimiento de
‘acuerdo com 1, invencién permite obtener productos con wna
%buena estabilidad si se utilizan enzimas hidroliticos tales
20 fcomo amilasas, amiloglucosidasas, estearasas, lipasas,
%ribonucleasas ¥y proteasas. El dltimo grupo se ensayd espe-
clalmente en agentes para lavado de ropas. Incluso los de-
:tergentes y oxldantes no desnaturalizen en gren manera los
iconjugados de enzimas de una protease microbiana proceden-
25 .te de un Bacllo y un hidrolizado de protelnas preparados 4
‘por este método a una temperatura de 602C aproxinmademente.
Los hidrolizados obtenidos por la accidn de la
‘misnme proteasa que ha de establilizerse, especialmente los
:hidrolizados de caseina preparados de este modo, son muy

30 dtiles en la conjugacidn de proteasas con estos hidrolizados.

6.9.69 6
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‘La combinacibn de aldehido glutdrico como agente de reticu~

;lacidn, e hidrolizado de caseina como agente proiector,

ha demostrado ser extremzdamente Util en la preparacidn

"de conjugados de proteasa.

Dependiendo de la naturaleza de la enzima, del

agente de reticulacidn y del hidrolizado de proteina, se
~aplican diferentes relaciones de mezclado. En conjugados
compuestos de proteasa, hidrolizado de caseina y aldehido

‘glutdrico, la relacidn en peso entre proteasa y aldehido

clutdrico estd comprendida preferiblemente entre (1-5):
(5-1), siendo la proporcidén en peso de hidrolizado de la
nisma magnitud que la del agenie de reticulacién. Prefe-

riblemente, la relacidén entre las cantidades de enzima,

-hidrolizado de proteina y aldehido glutdrico es aproxima=~

damente de 2:1:l.

Degeripeidn de las Realirzaciones Preferidas

La invencidn se ilustra ademds por los siguientes

' ejemplos, a los cuales no se limita en absoluto, sin em—

bargo.

Ejemplo I

Se disolvieron 0,5 g de una proteasa microbiana

en 75 nl de tampén 0,05 M de fosfatos de pH 6,5. Se aifia~ |
‘dieron a esta solucidén 25 ml de una suspensién de 1 g de ?
g anhidrido del 4cido etileno maleico (E.M.A.,) grado 11, f

' lonsanto) en agua. Se agité la suspensidén durante 16 horaes

-a 5¢C y se dializb despuds. “e separdé luego un residuo

insoluble de la suspensidn por centrifugacidn, despuds de;

- lo cual se liofilizé la suspensién para obtener 1,13 g

é de producto final soluble. De una manera idéntica se

é prepardé un conjugado de enzima soluble, excepto que la
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reticulacidn tuvo lugar después de la adicidn de 1 g de
hidrolizado de albdmina, Se dializé y liofilizd la sus—

pensidn pars obtener 1,4 g de derivado de enzima soluble.

Ta tabla que se da a continuacidn muestra el

¢ rendimiento de actividad y la estabilidad de log dos

Antes  Despuds de la Reticulanién
de la  Sin hidroliza Con hidvoliza
reticu do de albvmina do de albimina
lacidn '
" Actividad (U/mg) 0,46 0,07 0,20
~ Rendimiento de activi
dad (100%) 35% 9893
. Activided residual
después de 60 minutos
. de calentamiento a
© 602C en tampén TRIS 0,1M
~de pH 9,0 28 40% 65%
Actividad residual des~
~pués de 60 minutos de
calentamiento a 602C
-~ en 0,4% de una solucidn
- de una composicidn de
. agente de lavado de ropa
' a pH de 8,7 x) 210% 42¢% 62¢%
: Actividad residual des-~
 pués de 15 minutos de ca
* lentamiento a 602C en 0,4%
' de una composicidn de agen
- t%e de lavado de ropa que
contiene perborato a pH
“de 8,7 Xx) <1070 38¢% 76%
-8

i

conjugados de enzima, y una comparacidén con las propieda~

deg deestabilidad del enzima original.
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- de ropa: 30% de tripolifosfatb

ey

R’

x) Composicldén del agente de lavado
sbédico :

30% de sulfato sédico

25% de carbonato sédico

5% de dodecilbenceno
sulfonato sédico

5% de éter de poli-
glicol

5% de carboximetiloce
lulosa, blanco
éptico, etec.

" xx)Composicidn del agente de lavado
~ de ropa que contlene perborato: 28% de tripolifosfato

sédico .
17% de sulfato sédico
6% de detergente
anidnico
4% de detergente
no-idnico
22% de perborato sddico
16% de un agente 43
suspensibn de lo
suciedad (CMZ),etc.
7% de humedad ;

La actividad proteolitica se determind espectro;
fotométricamente a 280 nm midiendo la absorbancia de los
péptidos, que son solubles en deido tricloroacético, deg-
pués de la hidrolisis de la caseina, como describe
M. Kunitz en J. Gen. Physiol. 30, 291 (1947). Tiempo de
incubacidn: 30 minutos a 35°C y a pH §,0 ‘

De acuerdo con la invencidn, se obtiene un con-?

. jugado de enzima soluble con una estabilidad muy superior!

f en comparacién con un conjugado preparado sin hidrolizado§

' de albdmina, y el producto se obtiens con un rendimiento

mucho mds alto. Merece subrayarse la mayor estabilidad dei

conjugado de acuerdo con la invencién en el caso de los

" detergentes que contienen perborato.
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Ejemplo 2 7
Se disolvieron 100 ng de una quimotripsina de ga-

énado bovino purificada en 10 ml de tampdn de acetato sédi-
goo, 0,2M de pH 4,5. Se afiadieron a esta solucidn 2 ml de
%una solucién al 8% de hidrolizado de caseina. El hidroli- .
;zado de caseina se prepard hidrolizando una solucidn de
?caseina al 4% con ung proteasa bacteriana durante 20 horaé
éa 352C y a pH 9,0. Despuéds de la hidrdlisis, el producto
‘obtenido se ocalentd durante 5 minutos a 1002C con objetu
Ede destruir la actividad proteolitica, liofilizdndose 2
continuaciébn.

, A la solucién obtenida se afiadieron 200 mg de
ialdehido glutdrico (en forma de solucidn al 25%) e la ten~
Eperatura ambiente y con agitacidén. Al cabo de 30 minutos,'
;se enfrid la mezcle de reaccidn a 49C y se dializd a esia
itemperatura contra agua destilada, liofilizdndose despuds.

j Se preparé del mismo modo un conjugado de enzima
?sin hidrolizado de caseine durante la reaccidén. Las propie-
‘dades del conjugado de enzima se muestran en la tabla si—;
gulente. '

Despuds de la Reticulacidn

Antes de la Sin hildrolizg Con hildroliza-

Reticula~ do de caseina do de caseina
eidn ;

‘Rendimiento de Acti

‘vidad (1004 £ 2% 129
(Actlvidad residual

i despuds de 30 min.

jde calentamiento a

-502C en tampén de fog

. fato 0,1 M de pH 7,8 25% indeterminable 749

i

'
¢
t

609069 '—lo-‘

+
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La actividad de la quimotripsina se determind

.a pH de 7,8 y a 302C por valoracién continua del decido v
iformado después de la hidrdlisis del dster etilico de la '

H
éN-benzoiltirosina.

Ejemplo 3

80 mg de bromuro de cianbgeno, disueltos en 5Sml

de agua destilade, se afladieron a una solucién de 200 mg

, de una protease bacteriana en tampén de fosfato 0,5 M de

pH 8,0 mientras que se agité a 202¢C.

En un segundo experimento, 1,25 ml de una solu-

" cibn de hidrolizado de caseina al 8%, preperada como se

describe en el ejemplo 2, se afladieron a la misma mezcla

de reamccién.

Al cabo de 20 horas de tiempo de reaccilén se

j dializaron y liofilizaron las mezclas de reaccidn. El ren-
"dimiento y la estabilidad de los conjugados de enzima ob-

' tenidos se muestran abajo.

Después de la reticulacidn

Antes de  Sin hidroliza Con hidroliza-
la Reticu do de caseina do de caseina
lacién '

Rendimiendo de activi
dad (100%) 8% 21%

: Actividad residual
. después de 20 min de
. calentamiento a 602C

en tampén TRIS 0, 1M

- de pH 8,0 14 % 69% 87%
" Jdem después de 20

‘min de calentamiento

& 602C en 0,4% de una

composicién de agente
de lavado de ropa (véa

. se ejemplo 1) a pH 8,0 9% 30% 30%

=11~
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; Bjemplo 4
§ En este ejempio se utilizbé como compuesto reacti-
ivo polifuncional el producto reactivo de una mezcla de
‘bromuro de cianbgeno y dextrana, obtenido del mode siguien~
;te.
; Se disolvieron 400 mg de dextrana (peso molecular
10,000 aproximademente) en 20 ml de agua destilada. Se
‘afisdieron a esta solucién 80 ng de bromuro de clanbgeno.
Durante la reaccidn, se mantuvo un pH de 11,0-11,5 por adi-
;cidn continua de hidréxido sédico 1N. Al cabo de 10 minutos
fde reaccidn se afiadidé el derivado de dextrana reactivo oh-
tenido a 200 mg de una proteasa bacteriana disuelta en 5Snml
de teampén de fosfato 0,5 M de pH 8,0, con agitacidn,

En dos experimentos paralelos se afiadieron pre-
viamente 1,25 ml de hidrolizado de caseina al 8% y 1,0 ml
de solucibn de glicing al 44, respectivamente, a la solu-
‘cidn de proteasa. AL cabo de 20 horas de tiempo de reaccidn
g la temperatura ambiente, las soluciones se dializaron ¥
liofilizaron.

Los resultados se dan en la tabla siguiente.

Despuds de la reticulacidn

Antes sin adi- con hidroli con
de la cién al- zado de ca- glici
reticu guna seina na
lacidn

Rendimiento de activi :

idad (100%)  T79% 120% 98¢
Actividad residual deg

puds de 20 min de calen

tamiento a 602C en tam-

‘pén TRIS O, 1M de pH 8,0 14%  26% 25% 24%
:Idem en 0,4% de una com

iposicidn de agente para

'lavado de ropa (véase

‘ejemplo 1 a pH 8,0. 9% 16% 16% 156

=12
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BT APLO 5

e digolvieron 0,5 g de una proteasa microbiana

en 75 nl de tempdn de fosfato 0,51 de pH 6,5. Se aliadieron
"a esta solucidn 25 ml de una solucidn que contenia 0,125

" g de aldehido glutdrico.

In un segundo experimento, se ailadieron previe-

mente 0,25 g de deido ;lutdrico a la solucién de proteasa.

Se agitaron ambas goluciones durante 16 horas a

520 y ve dializaron luego. Se separd un residuo insoluble
por centrifusacibén ¥y se liofiliud el liyuido sobrenadante

para obtener, respcetivamente, 0,72 y 0,75 g de conjugzdos

de cnzimas dizlizados y liofilizados.
in la tubla siguiente se da una comparacidn.

Después de la reticulacidn

intes de Sin decido - Con decido-
la reticu glutdmico glutdmico
lacién —
‘Rendimiento de activi
ded (1005%) { 3% 30%

~Actividad residusl

i Gespuds de 60 min. de

- calentamiento a 602C

‘en TRIS O, 11I de pH 9,0 10% indeterminable 505
- Iden después de 30 min,

‘de calentamiento a 602C

‘en 0,4% de una coupogi-

‘cibn de agente de lavado

.de ropa (véase ejemplo 1)
‘a2 pi 9,0 {103  indeterminable 603

BJENMPLO 6 .
Se disolvieron 250 mg de una preparacidn de

aniloglucogidasa purifioada (24 U/mg) en 20 ml de tampén

RIS 0,1 M a pH 8,0. Se afladiecron a esta solucién 12,5ml

‘de una polucién de hidrolizado de caseina al 8% en tampdn

13-
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%Rendimiento de activi _
-dad (1009%) g0% 100%
‘Actividad residual deg

{TRIS O, 1 M de pH 8,0, Bl hidrolizado de caseins se prepa-
§r6 hidrolizando enzimdticamente caseina a pH 8,0 por medio

.de una proteasa microbiana.

A la solucibn obtenida se afiadieron 0,5 g de agzida
de CHC disueltos en 40 ml de tampdén TRIS 0,1 M de pH 8,0.
La azida de CHC soluble se prepardé conforme se indica en

Tature 189, 576 (1962). Se agité la soluciébn a la tempera-
‘tura ambiente durante 16 horas. Seguidamente se dializé y
1iofilizé la preparacién obtehida, para obtener 1,60 g de

‘producto seco con uns actividad de 3,75 U/mg.

De la misma manera se prepard una composicién

'sin hidrolizado de caseina. In luger de este hidrolizado
'se utilizaron 12,5 wl de tampén TRIS 0,1 H de pH 8,0. Ren-

dimiento: 0,59 g de producte seco con una actividad de

9,15 U/mg.

La actividad de las preparaciones de amiloglucosgi-

‘dase se midid por determinacidén especirofotométrica de la
cantidad de glucosa liberada en la hidrdlisis del almiddén

soluble, después de colorear con o-toluidina (X. Dubowski,

Je Clin. Chem. 8, 215 (1962) a 635 nm. Tiempo de incubacidn:
;15 minutos a 402C y a v pH de 4,5,

En la Tabla siguiente, se comparan los rendimien-

“tos de actividad y la estabilidad de los productos obteni-

dos con los del meterial de partida.

Después de la reticulacidﬁ

Antes de Sin hidroliza Con hidrolizado
la reticu do de caseina de caseina
lacidn

pués de 15 minutos de
calentamiento a T08C en

- tampdn de acetato sddi
"¢o 0,1 M de pH 4,5 29% 41% 475

S



, La estabilidad mejorada del conjugadode amilogl@-
‘cogidase se presenta tambidn claramente por sl misma en j
;la aplicacidn de esta preparzcidén a la fabricacién de dex-
:ﬁrOSa a partir del almidén. |
5 : El hecho es que se ha demostrado gue es posible
‘alcanzar el mismo grado de hidrélisis (valor E.D.) con una
fdosis de conjugado de enzima preparado de acuerdo con esie
?ejemplo e igual a la del enzima no reticulado, pero en un
itiempo mds corto que con enzima no-reticulado, 0 en el caso
10 :del mismo tiempo de hidrdlisis se puede conseguir un graedo
de hidrélisis mayor como se ha explicado anteriormente en

‘esta Memoria, ]

; Se pre-hidrolizdé una solucidén de almidén al 30%i
?con una cAamilasa hasta un valor E.D. de 12 aproximadamente.

15 ;Después se hidrolizo mds la solucibn con diversas cantida—
%des de amiloglucosidasa y conjugado de amiloglucosidasu
épreparadas de acuerdo con este ejemplo, a pH 4,0 y 602C.,
fTerminada la hidrdélisis, se determind el equivalente de
gdextrOSa (valor E.D., esto es, el porcentaje de glucosa

20 fformado referido a la cantidad mdxima de glucosa obtenible
;tedricamente} midiendo el contenido de glucosa de acuerdo?

écon Somogyi-Nelson, descrito en J Biol, Chem. 195, 19

1(1952) ¢
: Valor E.D.
25 f Amiloglucosi  Conjugado de amifg
dasa glucogidasa f
Dosis 2,5 U/g almidén, tiem
‘po de hidréligis: 48 horas 88,0 92,1 ;
iDosis 2,5 U/g almidén, tiem ' E
'po de hidrdlisis: 60 horas 93,8 96,0 :
Dosis 3,5 U/g almidén, tiem i
30 'po de hidrdélisis: 48 horas 94,2 96,4 ;
‘Dosis 3,5 U/g almidén, tiem :
ipo de hidrdlisiss 60 horas 96,2 96,6
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Ejemplo 7
, Se preparé una solucidn de 200 mg de una proteasa
fbacteriana en 20 ml de tampdén TRIS 1 H de pH 8 con y sin
2240 mg de hidrolizado de caseina.
5 % Se preparé tombién una solucibn de 200 mg de la
" proteasa bacteriana reticulada con 1000 ng de aldehido glﬁ-
ftérico con y sin 240 mg de hidrolizado de caseina en 20
:ml de tampdén TRIS 1 Ii, menteniendo el pH de 8.
' El rendimiento y le estabilidad mejorados respl-
10 tantes de la aplicacidn del método inventado se deducen
claramente de la tabla siguiente.

Antes de la re Despuds de la reti
ticulacidén culacién
Sin hi Con hi 8in hidro Con hidro
‘ droliza drolizg lizado de lizado de
15 do de do de ca caseina caseina
caseina seing

" Rendimiento de actividad (100%) 121% 6255 115¢%

: Actividad residual des~-
* puds de permanecer a la
! temperatura ambiente x

20 clase ,
3 afas 285 526 376 79%
12 » 175 38% 33¢ 745
8 13% 28% 25% 6455
Ejemplo 8
Del mismo modo que se ha descrito en el Ejemplo
25 - 6,1 g de una mezcla cruda comercial de glucosa-oxidasa y
- catalasa se copuld por medio de carboximetilcelulosa con y
" sin hidrolizado de albimina.
En la tabla dada abajo se comparan el rendimiento
- de actividad y las propisdades de estabilidad de los con-
30 ; jugados de enzima obtenidos. ILa actividad de la glucose-
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. oxidasa se mide por determinacién volumétrica de le cantﬁ—
; dad de deido glucbnico liberada después de la incubaoidn{
; de una golucidén de glucosa con glucosa~-oxidasa durante 15
 winutos a pH 5,1 y a 352C, como se describe por L. Under:
j kofler en Proc. Int. Symp. Enzyme Chemistry Tokyo and

- Xyoto, pag. 486 (1957).

La actividad de la catalasa se determiné siguiendo
la descomposicibén del perdxido de hidrdgeno espectrofoﬁg.
métricamente a 240 nm a pH 7,0 y a 252C, como se desorive
por Beers y Sizer en J. Biol. Chem. 195, 133 (1952).

Después de la reticulasidn

Antes  Sin hidroliza Con hidroli
de la do de albuimina zado de albi-

reticula mina
cidn.
Rendimiento de activi
. dad, glucosa-oxidasa  (100%) 545 72%
' Actividad residual,
glucosa-oxidasa, des-
puds de 10 minutos de
calentamiento a pH de
4,5 y a 809C 209 51% 55%
Rendimiento de activi-
dad, catalasa (100%) 62% 80¢%

25

6.9.69

Actividad, residusl,

catalasa, despuds de :
10 minutos de calenta- i
miento a 802C y a pH de f
4,5 595 85% 91

Egta solicitud que corresponde a la presentada
en Holanda el 31 de agosto de 1968, N2 6812443 se acoge

a2 los beneficios del art? 51 del vigente Estatuto sobre

Propiedad Industrial.,

=17-



L REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Pa-
tente de Invencidn en Espafia, por VEINTE afios son 108
5 giguientes:

' l.- Procedimiento pare la preparacidn de conju-
gados de enzima solubles en agua, estables, por formacidn
- de uniones covalentes con compuestos que contienen grupns
reactivos, caracterizado porque son hechas reaccionar con-
10 Juntamente una enzima y una proteins hidrolizada, con ces-
' tos compuestos reactivos.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1,

caracterizado porque el producto de partide es una enzina
i hidrolitica.

15 f 3.~ Procedimiento segin la reivindieacién 2, ca-
: racterizado porque el producto de partida es una proteasa.
7 4.~ Procedimiento segin la reivindicacién 3, ca-
- racterizado porgue es utilizada una proteina hidroligada,
- obtenida por la accién de la uisma proteasa a estabilizar.

20 : 5.~ Procedimiento segin una o mds de las reivin-
E dicaciones 1 a 4, caracterizado porque ez utilizada una

caseina hidroligzada.

| 6.—- Procedimiento segin la reivindicacién 3, ca-
; racterizado porque son hechas reacclonar proteasa y ung

25 i caseina hidrolizada, con aldenhido glutarico, a un pH com-
¢ prendido entre 5 y 8.

6.9.69 . ~18-
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T+~ Procedimiento segin las reivindicaciones 3
¥ 5, caracterizado porque el producto de partida es una
protease microbians obtenida de un bacilo.

8.~ Procedimiento segin la reivindicacién 6, ca
racterizado porque la relacidén entre las cantidades de
enzima, proteina hidrolizada y aldehido glutdrico es de
2:1:1, aproximadamente.

9+~ PROCEDIMIENTO rARA LA PREPARACION DE CONJU
GADOS DE ENZIMA SOLUBLES EN AGUA, ESTABLES.

; Tal y como ge ha descrito en la Memoria que an-—.
.tecede s ¥ pare los fines que se han especificado.
Esta Memoria consta de diez y nueve hojas eseri

tas a mdquina por una sola cara.

Medrid, 44 MAY. 197

Pele
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