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estab;lldad de los enzimas v e los productos asi estabili-

. manecen en un medio acuoso ligquido ya sea en su menstruo
1natura1 (después de separarlos de la fuente de cdlulas vi-

.vas) o despues de aislarlos de su menstruo natural y vol-

'industrial,y medico, estdn normalmente secos, aungue en al-

“momento en que puede conseguirse el completo secado o con~

" el material recongtituldo debe tener un valor de la activie
‘188 como 'bemperatura, concen’macién,'b.:.empo y na“buraleza del medio

flufdos -corporales, como sangre, plasma senguineo, suero

que debe ser lo mds similer pbéible al suero sanguineo fres-

Este invento se refiere 2 un metodo de ‘me jorar le

28808,

Los enzimes son gensralmente inestables cuando per-

ver a suspenderlos 0 redlsolverlos (reconstitucidn) en w |
medlo acuoso preparado. Por lo tanto, los enZLmas comercig-

les, es decir enzimes preparados y comercializados para uso

gunos casog ciertas preparaciones de enzimas pueden ser in-

troducidas en el mercado. como jarabes concentrados. Para el

cantraclon, puede haberss preducido clerto deterioro de logs
enzlmaw. Pars su aplicacidn final, los enzinas deshidrata~
dos 0 concenﬁrados gse reconstituyen con frecuencla por sus-
pension o_disqluclon en un medio acuoso. Esta reconstitucidh

cbnstituye une. oportunided de errores especialmente cuando

dad dgf;nido.por cada unidad de peso o volumen. Ademds, el
enzims, feconstituido estd sometido & deterioro, dependiendo

la velocldad ¥y el grado del mismo de diversos factores, g

reconstituyente, por ejemplo pH.
Por ejemplo, en los procedimientos de diagndstico

electrénico automatizado para el estudio diagndstico de

sanguineo y orina, se requiere un suero sanguineo de contro#
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‘contiene muchos enziuas. En el pesedo, he sido necesario
liofilizer el suero éanguineo vendido para este fin. Des-
puds el téenico tenia qué reconstituir el material liofi-
 1izado con agua pars uso en sus procedimientos. Esto pre~
‘gentaba limitaciones e inconvenientes., Ie liofilizacién por
,si‘miéma puedé'alterar el delicado equilibrio de constitu-

‘yentes del suerc. La reconstitucién de los materisles Lio~

-productos de suero sanguineo liofilizados a partir de los

- guineo representa un materisl con enzimas especialmente de=-

-lidédo e inestable al oual es particularmente apliceble el

" ya sea en su mensiruo natural (después de separarlds de su

60, natural y nofmal. El suero sangqiheo, haturalmsnﬁe,

filizados conducia frecuentemente & graves errores. Con fre

cuencia, habla que preperar una multiplicided de diferentes

cualeafelltécnioo tenia que seleccionar uno o mds, segun
la diagnosis perticwlar que tuviers gue realizar, Adends,
el'material reconstitufdo tiene wie duracién limiteda, de
forma que normeluente hadie que reconstituir y ubilizar
diafiamente un envase f;nuevo de material liofilizado.
Lo que precede ilustra los problemas que'ée plan=
tean & cause de la inestabilidad de las preparaciones dé

enzimas y se ha discutido con detalle porque el suero san-

presente invento., Sin embargo, como se observard después,

el presente invento es aplicable a los enzimas en general,

fuente de células vives naturales o ambiente) o reconsti-
tufdo, ‘ | |
| De aduerdo con el presente invento, se proboreiona
un método de mejorar la estabilided de un enzima que con-
glste en enfriar el enzims en un medio acuoso & menos de

50°F (10%C) y despuds, en rdpida sucesién, (a) someter el

1
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" enzima en une zona de tratamiento, mientras se mentiene en

un contenedor,cérrado, permeable & lasg microondas, dentro

;trénﬁose diche atmésfera mévil en contacto directo con lag
.pare“es permesbles & lds microondas de dicho contenedor

~pero fuera del contacto directo con dlcho enzime y encon-
“pir la exppsicion de dicho enzima a dicha energla microon—
, geranté se prosigus después de interrumpir la egbosioién'.
_gefrigeracién indicada. También pfeferiblamente,‘el mateé_

: rea;izarse pof otros medios, por ejemplo poniendo en ¢ontac
'do fpio, como ggua frie. Tambiéq se prefiere que el conte=
' la energia microondulatorie & uha velocidad suficieﬁte.para
,dicha exposioién ¥ preferiblemente uns multiplicided de ro-

"parédesoprinpipales del'contenedor a la energie microondu-

de'dioha,zona,de tratamiento, & una energia microondulato~|
rie 8 través de uns atmésfera mévil de gas refrigerante,du-

. ‘tante un:tiempo menor que €l ée inactivacidn del enzima, encond.

trandose a une tempereture inferior a unos 60°F (15°) du-

rante su admisién a diche zona de tratamlento, (v) interrun
duletoria transcurrido el citado periodo y (c) enfriar di-
cho enzima. Preferiblemente, la circulacién del gas refriw
sﬁficiente para proporcionar por 1o menos uns parte de la

rial enzimftico es enfriado por debajo de 50°F (10°C) y

ﬁor lo menos‘la_ﬁltima,porcién de este enfgiamiento puede
to un ?ontenédor de dicho materisl enzimético con un ligui-
nedor ds materiel enzimitico gire durante la exposicidn &
reg;izar po# lo menpé uns roﬁacién completa de 360° durante
taciones de 360° para asegurar la presentacién de todas las

latoria durante la exposicién indicada.

- El invento tembidn proporciona un suero sanguineo

'dei:enziﬁa a la energia micboondulatoria durante un periodef
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| que posee una mayor estabilidad contra el deterloro en con-

paz de mejorar marcadamente 1a estabilidad de los enzimes
‘tretados contra el deterioro, es deoip,’cohtra la pérdide

permenente de actividad. Es sabido qué log enzimas pueden

 trevés de los efectos de pre~refrigeracién y rdpide poste-
'gerante durante la exposmcién a la radiac;on microondulato—

desactivacién del enzime mientras que &l mismo tiempo au-

. obtener resultados reproducibles de una vez & otra. Asi,A

nas, 1ncluyendo metaloproteinas. y proteinas conjugadas, y

378692

paracién con un suero sanguineo similar no tratado de esta

forma.

Se ha encontrado que el tretamiento anterior es cad

'Ser deéactivados, incluso permenentemente, por ‘tratamientos
térmicos mds drdsticos, incluldo la exposmcién a la energia

mioroondulatorla. El tratamiento del presente 1nvento, a
refrigeracidn, en combinscién con los efectos dei gas refri
ria y 1a limitade prolongacidn de esta ultlma, impide la .

menta la estabilided del mismo. Egte hecho es ilustrado en
los ejemblos dados més adelante y especialmente en el ejem-
plo qﬁe trata-del suero sénguinqo.

Ia estabilizacéén del presente lnvento se realiza
répidamente ;_en cuesﬁién de segundog - asi.comq sencilla
y econdmicamente. Las condiciones pueden ser.normal;zadgs

para cuslquier enzima o mezcla de enzimas particular para

cadé idte 0 remese . puede ger anslizado-mediante técnicas
especificas para dichoreﬁzima. . ‘

' '_ Hasta donde alcanzen nuestros conocimientos, cugl-
gquier enzima debe‘ser susceptible de mejdrar de esfabilidad

de acuerdo con el presente invento. Los enzimas son protei—
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son producidos por-las celulas vivas, Aunque existen va=-

‘rins clasificaciones de enzimag, la clasificacién acepta-

.dia of Chamlcal Technology, Kirk-Othmar, ‘Segunda, Edlcion
2 Vol; 8), que eq le siguiente: (1) enzimas hidrolizantes

.~ proteasas y peptidasas, como pepsina, renins y simile-

V'nasa 1actlca~ oxidasas; transamlnasas, como transaainasau
'Acarboxllasa y aldolasas (4). isomerasas ~ como racemase

| alenina; (5) sintetasas— como slntetasa glutanina; y (6)

fatasas, transauninasas, deshidrogenasas y fosfoquinasa.

- guineo como tal. El suero sanguineo, que es el 1liquido tran

“res (glébulos rojos y blancos y plaguetas) y el mecanismo

de es la'de Vebb, Biochemicel Engineering, D. Ven Nostrand
Co., Inc., Prlnceton, Neds, 1964 (vease también Encxclope—

rés; carbohidresag, como amileses; esterasas, como lipases,|

fosfatasas y similafes; ureasa; desaminasa; ete; (2) enzi-

mas de transferencia-’- deshidrogenasas, como deshidroge-

glutam;cas,qumnasas, como fosﬂxminasa creatina; (3) enzi-

nag de adﬂcion y substraceion - como aconltasa, enolasa,

nueleasas - como desoxlribonucleasa. Como se ha indicado,
el presante invento es egpecialmen ve aplicable al trata~

mlento de en21mas an el suero sangulneo que comprenden fos-

Uno cualquiera o todos ellos pueden ser aislados del susro
sanguineo y tratados geparadamente, desgués de reqonstitu-

eidn i es necesario o bien puede tratarse el suero san-
parente que queda después de separar los elementos celula~-

coagulante (fibrinégeno) de la sangre completa, es uno de
los materisles especimlments preferidos tratados de acuerdo
con el presenté invento.

‘Bl enzims tratado de acusrdo con el presente inven-

24
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~miento o concentracién en su memnstruo natural. La canti-
‘dad de medio acuoso agociada con el enzima no es critica,

. siempre que sea suficiente para mojar el enzima y puede

‘egtd comprendida en 1a regidén de microondas del eépeetro_

~ damente entre 400 j 20,000 megaciclos por segundo, con una

- frecuencias de 890~940 aproximadamente con una longitud de

mente preferida para uso de acuerdo con el presente invento

to se encontrard en un medio acuoso, es decir, no estard
seco, Puede encontrarse ea su menstruo nstural con o sin
concentracién o puede ser reconstituido por suspensién o

digolucidn en un medio acuoso preparado después de alsla-

estar dictada por la aplicacién finsl del producto o por
consideraciones de manipulscidéne Por ejemplo, con frebuenr
cia'io nia conveniente es trébajar con uns suspensiéﬁ 0 S0Om
luéiényliquida. | | |
 Gomo eé sabido, la energia microondulatoria es la

energia ohdulatoria>e1ectromagnéﬁica cuye longitud de onda

electromagnético., Ie Comisidén de Comunicaciones Federal
de .los Estados Unidos de América ha separado éctualmente,
pera el procesado con midroondas; unas bandas de enepgia

microondulatoria dentro del intervalo comprendido aproxime-

longitud de onda que oscila entre unzs 13 pulgadas (330,2
mm) para las frecuencias mis bajas y unas 0,7 pulgadas

(17,8 mm) para las frecuencias mds sltes; especificamente,

onda de unas 13 pulgadas (330,2 mm) ; frecuencias de 2400-
2500 aproxihadamente con una longitud de onda de unas |
4~5 pulgadas (101,6—12729 mm); y frecuencias de 17.850~

18,000 con wna 1ohgitud de onda ‘de unas 0,7 pulgadas '

(17,8 mm). Sin embargo, la energfa microondulatoris actual-

.
- — e — L adantd
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es un intervalo intermedio con una frecuencia de 1000 a
_5000 megaciclos por segundo aproximadamente ¥y més espe-

. frecuencia adecuada, tal como un magnetron.

-rgfrigeracion del material en21matlco. Agi, el material en
'éi'momsnto en que es expuesto por primeras veg a la energia
'(10°G) .Aunque en realidad puede estar congelado, ya que

,hay necesmdad de esgto y, por razones de facllldad de mani-

,_pulaclon, ge encuentre preferiblemenie a8 uns temparatura

. refrigerado dentro de la cdmara o zona de tratemiento me-

"ner el material enzimdbtico que ha de ger tratado en un con-
tenedor pusden mer materiales convencionales de embalaje,

“(metacrildto de metilo), poliestireno y polietileno, en

cialmente de unos 2000 a 3000 megaciclos por segundo. Ia

energfa microondulatoria es generada en una fuente de alja |

Una caracteristice del presente “invento es la pro-

mlcroondulatoria debe encontrarse bastante por debajo de

la temperatura ambiente, es decir por debajo de unos 50°F

fundlré al ser expuesto a la energia microondulatoria, no

guperior & la de congelacidén. Es especialmente satlsfac%o-
ria una temperatura comprandida entre unos_359 y1459F (+1,7°
y +7,29C), El material enzimitico puede ser pre-refrigerado

fuera de 12 odmara o zona de tratamiento o puede ser pre-

diante el paso previo del gas refrigerante antes de la ge-

neracion de la energia microondulatoria.

Otra caracteristica del presente invento es mante-

tenedor sellado durante el iratamiento. ILas parédea del con:

esencialmente impermeables a los gases, como vidrio, poli=-

forme de frascos, matraces y ampollas. El contenedor serg

esencialmente lmpermeable a los geses.
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microondas del contenedor y atraviese el enzima.

“tivo con el ambients en presencia de la energie microondu-

xenon, 6xido de etileno y mezclas de los mismos y similares

’ ¥y preferiblemante &g inferior a unos 55°F (12,890). Aunque
_por debajo de unos 20°F (~6,T7° C) y & estas temperatures tan

‘tiene el ges frio durente periodos de tiempo prolongados

(-1,1 y +109C). El gas refrigerante se calienta ligeramen-

. Rt
‘l

. illll llh)‘l

El contenedor que retiene 6l material en21matico
durante la exposicidén se mantendrd en una cémara 0 zona de
tratamiento meyor en la gue 18 energis microondulatorie

es dirigide de forma que atraviege s pared permsable'a laﬁ

Todavia otra caracteristica del -invento es la cir-
culacﬁén de un gas refrigerante a través de la cdmera o
zZona dé tratamiento y alrededof de lag paredes del.GOntene-
gof'qué retiene el material enzimdtico. EL gas refrigerante

empleado puede ser cualgquiera esencialmente inerte (ﬁo reag

latoria) que se encuentre en forma gaseosa & las tempéra—
turas empleadas, especialmeate aire, nitrdgeno o didxido de

carbono. Aunque los gases como argon, helio, neon, kripton,

son eguivalentes, son menos deseables en la actualidad de=-
bido & su precio de cosbe.
Ia temperatura del gas refrigerante que entra en

la zona de tratamiénmo debs ser inferior & unos 60°F (15,6%

la temperatura del mismo puede ser incluso tan baja como

0°F (~32°C) no se encuentra ningua ventaje en trabejer

bajas pueden producirse problemas de congelacidén si el ma-
: -

terial enzimdtico se deja en la zona de tratamiento que con:

despuds de haber cerrado la fuente de energie microondula~
toria, ée ha encontrado especialmente adecuada una tenpera-

tura para el gas entrante comprendide entre unos 30° y 50°F
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A,gerante entrante, Cuando el gas es recirculado para ser utbi
-l “1izado dé nuevo, la temperatura del mismo debe ser reducide

obra vez & la temperatura deseada para la admisidn a la zo-

" por debajo:de la del meteridl enzimdtico en tratamiento,

“de tratemiento y a lo largo de 1és paredes del contenedor

" presiones de hasta 50 psig (3,5 ke/om? manométricos). E1
1| gas esencialmente exento de oxigeno, eepeeialmente.nitré-

'~ondulatopia de'acuerdo con el presente inventd puede depen~

~ der haste cierfo punto del enzima particular en tratamiento)

'potencia.d91‘dispositivO'generador de microondas. En. gene-

-ﬁecialmente debido al contacto con léélparedes_del contens-
dob que retiens el material'enziqético ¥ el gas calentado

se saca (o la zona de tratamiento dando paso al gas refris

ne def%ratémiento.
B Como la funcidn principal del gas réfrigerante es

mantener las ﬁaredes del contenedor a una temperatura muy
forzando el gas refrigerante en el interior de la cdmara ’

bajo uﬁa:presién pdr lo menos algo‘positiﬁa (por-lo menos
ligeramenfetsuperior,a la presidn atmésfériea) se congigue
unﬁ,refrigeracién élobal nis eficiente sin que ninguna 2zo-
na o zonas de las paredes résulten insuficientemente en—

friadés. Se han utilizado présiones de solamente 0,03 psig

(0,0021 kg/cm? menométricos) y puedén ger convenientes unas

aire es especialmente satisfactorio & presiones positivas

bajas, mientras que a_presiones mig altas se prefiere un

geno.:

~E1 -tiempo exacto de tratamiento con energia micro-

del volumen del materiel enzimdtico, de la concentracidn

del enzima en el material que estd siendo tratedo y de la
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ral, el tiempo requerido es direotamente proporclonal al

'volumen del material que contiene el enzima ¥ & la concen-

ﬂeaso, serd como minimo de 1 segundo aproximadamente. Tam-

" mento de temperatura en el material enzimdtico haste la tem

'de unos 125-130°F‘(51,7~54,4°C)_y en'la mayoria,de los ca-

- 48,99C), El materiasl enzimdtico puede ser sometido, de

. fer

tracidn del enzima en el mismo y es inversamente proporcio-

nel a la potencia del dispositivo generador de microondas,

Se ha encontrado que el tiempo de exposicidn, enm cualquier |

pién se ha anoontrado que una exposicidn excesiva produce
ung inactivacidn completa del enzima. Como esto es indesea-
blevde acuerdo con el presente invento, el tiempo total de
éxposicién seré menor del necesario pars bro&ucir egte irmc
tivacién completa, Como este tiempo diferird de un caso &
0tro pbr las razones antes indicades, puede ser necesario
realizar un ensayo o ensayoé preiiminares pa.rs oiservaf
hesta que punto el enzima particular en tretemiento pusde
serlsomefido 8 la energia microéndulatoria sin inactivarse
coﬁpletamente. Cada enzima tlene su propio-valbrAde forma
gue puede ser fdcilumente determinado sl une muestra treteda
del mismo se ﬁa inactivedo completamente 0 no. En cualquiern

casoy 6l tlempo es menor del necesario para producir un au-

peratura de insctivacidn permanente dei enzins; generalmen-
te,. ol tiémpo no es superior al necesario pars producir un

aumento de temperature en el materisl enzimdtico hasta nes
sos la temperature asciende haste wnos 100-12003 (37,8¥

acuerdo con el presente invento, e una sole exposicidn o
a une mﬁltiplididad de exposicioneg a las energias microondu-
latoria. ’

' Una ceracteristica dél procedimiento preferido del
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presente invento es la presentacidn de todas las paredes

;prlnplpales del contenedor que retlene el material enzimé~
. eXpoéicién indicada. En la mayoria de los cascs esto se

..consigue wtilizando como contenedor wn frasco puesto de pie
2haclendo girar el frasco alrededor de su eje longitudinel

.(vertical) por lo menos ung vez (360°) vy preferiblemente

fmuchas veces, durante la exposicién del frasco @ la ener-
':'generalmente perpendicular a las paredes principales del
“cuadrada, fectapguiar o poligonal, son présentadas direcm

| tamente a la radiscién microondulatoria.

- 8¢ prefiere continuar el efecto de enffiamiento del gas

" por lo menos hasta una temperatura de unos 85°F (29, 4°C).
_zimdtico en la zona de tratamiento a través de la cuel cire
de energia microondulatoria o bien, en el caso de una 1linea|

.tico, prolongando el movimiento mis alld del campo de expo-

-12=~

3786@2

tico directamente a la energia microondulatoria durante la

via mlcroondulatoria dirigida hecie el mismo en una direc—

cibn generalmente horizontal, es 6901r, en una dlrecclén
contenedor. De sste forma, todes las parsdes principales

del. contenedor, ya sea de Bsceidn transversal circular,

Deapuds de la exposicidn & la energia microondula-
toria durante el periodo de tiempo requerido, se interrum-
pe la exposicidn & la energia microondulatoria y el mate-

rinl enzimdtico es enfriado répidemente. En este aspecto,
refrigerante despuds de haber interrumpido le exposicidn
a la eﬁergia microondulatorie con objeto de enfriar o re-~
frigerar el materisl enzimdtico tratado, preferzblemente
Esto puede reallzarse dejando el contenedox de material en-

cula el gas refrigerante después de haber apagado la fuente

en movimiento continuo de contenedores de material enzimd-
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vpaso de gas refrlgerante en contacto con los contenedores.

“dios citados, por ejemplo poniendo en contacto las paredes
del contenedor con un liQuido frio, como agua fria o colo-
es preferible enfrier el material enszimdtico tratado por

teniendo en cuenta los siguientes ejemplos GSPSlelcOS gue

alguno.

"~ 'golucibn unos pequefios frascos de vidrio estériles (7 ml

re. 8 presidn,equipade con un magnetrén de 2 kw conectado

378692

gicién directa a las microondas mienﬁras se prosigue el

Por obra parte, el material enzimético puede ser enfriado

por obros medios, complementarios o sustitubivos de -los me-

cando el contenedor en un refrigerador. En cualguler caso,

debaao de_50°F (10°%).

 El presente invento serd comprendldo mds fédcilmente

ge dan con fines ilustrativos solamente ¥ no han de ser con-

siderados como limitativps del alcance del invento en modo

| EJEMPLO 1

T,Se disuelve deshidrogennse ldctica ("DHL") en una
bage no sérica acuosa, regulada con fosfato (pE alrededor
de‘7,2) para bropofcionar 627 unidadeé/ml ¥ la solucidn se’

£iltra & través de un £iltro bacteriano. Se llenan con la

de capacidad nomiﬁal), ge fapen y los frascos se enfrian»

& 40°F (4,4°C), Después se colocen 48 frascos en una cdma-

a unge- fuente de 200 voltios de corriente alterna y cépaz de
suministrar energle microondulatorie a la cdmare & unos -
2450 megeciclos por segundo. Los frascos se dividen en gru-
pos de 3 y cada uno de los grupos sé mentiens en une pe-~
quefia mésa giraforia individual. Todas las pequeﬁas.mesas
giratoriag individuales se fijgn a ung mesa glratoria meyor|

de forma que mientras la mesa giratoria grande estd girando

B T e r— Ay e B e ettt lE R Y VR
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a 24 rpm, las pequeﬁas nesas giratorias indivxduales estén

girando a 60 rpmy es decir, les pequeﬁas nesad giratorias
individueles giren 2,5 veces por cada revolucidn de la me-

sa’ giratoris grende. El sistema de meses giratoriss ests

. construido en poli(metzerilato de metilo). Se hace paser

hi#régeno gaseoso frio a través de la cémara, a une presién

.manométrica de 2,5-psi (0,175 kg/cm?), giendo su temperatu-

ra de-entrade de unos 35°F (f1,7°0).'A continvwacidn se hace| -

funcionar €l magnetréh duran%e 62 segundos, encontréndose

situados el magnetron y el guia—onuaﬂ asoclado de forme que

-dlrlgen la energie microondulatorie en direccidn horizomtal

hacia 1as paredes laterales de ;os fragcos. La tempsratura
méxime alcanzada por la §olﬁcﬁ6r‘i-és&a unos ,1V20°Il‘ (48,§°C). |
Después de apeger el magnetrdn (trénséurridds-los.éa segun~-
dos de exposicidn), se prosiguq’la circulacién de nitrdgeho _
gaseoso frio durente wn corto tiempo nesta que la solucidn
ha regresado a unos 80°F (26,7°C). Se detiene la rotecién

del sistems de mesas giratories, se abre la cdmara y los

frascos se sacen de la cdmars y se enfrien inmediatamente

-8 40°F (4,4°C) en un bafio de_égua de hielo; Tas muestras

tratedas, junto con los controles no tratados, se mentienen
8 diversas temperaturas y se anslizan de vez en cuando con

los siguiehtes regultadoss

" meteriel fratedo:

40°F (4,4°Q) - despuds ‘de 13 dias, 583 unidades/hl; después
de 20 dfas, 375 uwnidedes/ml.

70°F (21,1°C) ~ después ae 13 dfas, 497 unldadea/ml, de»—

' pués de 20 dias, 375 unldades/ml.
100°F (37,89) - despuds de 13 dfas, 520 unidedes/ml; des~
pués de 20 dfes, 400 unidades/ml.
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control:

70% (21,1%) - después de 1 semena, O,
.~100°F (37 8%¢) - despuds de 48 horas, 0.

("PEOS") se disuelve en une base acuosa no.sérics, regule~
‘no. La soluomon se envase, se trata, se mantiene y se ana-

40°F (4,4%) ~ despuds de 13 dias, 26,7 unidades/ml; desw

" controls
1 100°F (37,8%C) ~ despuds de 48 horas, O.
caedente de péncfeas bovino, con 1 ml de agua destiladas ¥y

cia inicial después de le filtracién es de 786 unidades/mg.

-15-
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40°F (4 4%¢) - despuds de 1 semans, 315 unldadea/ml, des-

pués de 13 dfas, 0. = . _

. EJEMPLO 2

Una transaminasa glutdmice oxalacética de suero

da con fosfato (pH alrededor de 7,2) para proporcionar

37 unidades/ml y se filtra a través de un £iltro bacterie—

1lza como en el Ejemplo 1, con los sigulentes resultados.

material tratados

. puds de 20 dfas, 20 unidades/ml. 7 7
70°F (21,1°C) - después de 13 dfas, 13 unidades/ml; des—
| puds de 20 dfas, 10 unidades/ml. -

100°F (37,8°C) - despuds de 13 dias, 16 unlaades/ml, des—
pués de 20 dims, 3 unidades/ml.

40°F (4,490) - después de 1 semana, O.
709F (21,1°6) ~ despuds de 4 dfas, O,

EJEMPLO 3

Se ‘reconstituyen 5 mg de desoxiribonucleasa, pro-

después‘se diluye hasta 800 ml con agua destilade. Le solu-

cidn se Filtre a través de un £iltro bacterianc. Ia poten—
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Se llenan con la solucién unos pequeﬁos frascos de vidrio

_ esteriles (7 ml de capacidad nomlnal), ge tapan y se en-
frlan 3 40°F (4,400). Después se treten varias muestras

(24 frascos por lote) pomo'en el Ejemplo 1 pero{duragte

" | tiempos de exposicién diferentes, de la siguiente forme:

S Tiempo de exposicidn - Temperatura méxima
Muegtra , (gegundos) de la _muestre

A ; 60 : alredador de 112°P
B .. 68 : alrededor de 115°F
L R S (46,100) .

¢c T4 ~ alrededor de 122°F
AU - (50,00C).

_ :'bégpués‘de'sacar de la cduara a unos 80°F (26,7°C)
¥ égffiar a¥40°F (4,4°G)\en un bafio de ague de hielo, las
ﬁuestras tfatadas junto con los controles no fratados se'
manmlenen a7 Op (25,0 %) durante 21 dfas. Todas las miese
tras son despues anallzaaas para determinar la densided
bptica en un espectrofotometro Beckmen DU con una longl-
tud de onda en 1a'reg16n del ultravioleta, wtilizendo el
método de anallsls de Kunitz, M., Jd. Gen, Physiols, 33, -
349 (1950). o |

Tios resultados fueron los siguientess

" Muestra - Resgltadoé* (unidades/me)

AL 475
B . 520
¢ 450
.control ' 200

% Valores medios de dos frascos para cada tratemiento, tres
muestras dlstintaa de cada frasco.

) ' EJEMPLO 4

‘Se disuelve un iscenzima deshidrogenmse ldctica de
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wna fraceién de higado, extraido de un corazén bovino, en
agua destilada estéril hasta 1 unidad/ml ¥ 1a solucidn se

filtra & través de un filtro»bacteriano. Se llenan con la

" de capacidad nominal), se tapen y se enfrian a 40°F
{'(4,4°G). Después se exponen 48 frascos a la energis micro-
. onduiatoria en presencia de une corriente de nitrogeno gam
: | 8e080 frio como en el Ejemblo 1, pero duranite un tiempo

- de exposicidn de 56 segundos. Después de sacar de lo cdma-
les no tratados se mentienen a la temperaturs ambiente,

" materisl tratado es tan sctivo como el original después de

‘s

solucidn unos pequefios frascos de vidrio estériles (7 ml

re s une temperatura de unos 80°F (26,700) & enfriar a

40°F (4,4°C), las mestras tratadas junto coﬁllos:contro—

Los controles se vuelven completamente inactivos despuds

de permanecer en repogo durante le noche, mientras que el

trenscurrides tres semanas. Al cebo de tres meses, s6 ha
producido une pérdida de activided inferior al 10 % en ol
material tratado. '
) . 'EJEMPT.O 5

. Se disuelve un isoenzime deshidrogénasa 1dctice de
fraceibn de'cora26n, extraido del misculo del conejo,'en
ague destilada esteril haste 1 unidad/ml y la solucidn se
filtra a través de un f£iltro bacterlano. Después de embote
llar y tapar, el material se trata y a continuacién se al-
macens como en el Ejemplo 4. Los controles se vuelven com-
pletamente inactivos al cabb~de unz noche, mientras que el
material tratado es tan activo como el original despues de
transcurrir tres semanas. Al cabo de tres meses, se ha pro
ducido una pérdide de actividad inferior al 10 % en los

materiales tratados.

$
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~ introduciendo unas porciones de 10 ml de la misma en seis
- pequefios frascos de vidrio estériles (10 ml de capacidad
" nominal) que & continuacidn se tapan. Los seis frascos
. g8 enfrian después a 40°C (4,4%) y tres de ellos se in-
erdduéen en una cdmara de presién equipads con un nogne-
ftfén de 2 kw conectado a una fuente de 220 voltios de co-
rriente slterns y cepaz de propoicidnar energia microondus
'-latoria a la cdmara a unos 2450.megaciclos por segundo.

‘Cade, uno de los frascos se mantiene en una pequefia mese

" ratorie meyor, de forms gue cuando gira}ia'mesa‘giratoria

" grande, las pequefias mesas giratorias individuales y los
girando. El sistema de mesas giratorias estd construfdo en
las pequefias mesas giratorias individuales se mueven &

“través de la cdmara, 8 una presién menométrica en el in-

ferior dé_la camara de.2,5 bsi (0,175 kg/cm?), siendo su

" ¢ién se hace funcionar el magnetrdén durante 7 segundos,

" cos. Después de apagar el magnetrén (transeurridos los 7

~ trégeno f£rio durante un corto tiempo hasta que la solucidn

-18 ~

=

EJEMPIO 6

v

Se'prepara una solucidn acuosa de amilasa (1000

wnidedes/ml) y se filtra a través de un £iltro bacteriano,

gira%oria individual, tpdas elles fijadas & uns mesa gi-

frascos que se encuentran sobre las mismas-también estédn
poli(metacrilato de metilo). Ie mesa giretorie grande y

30 rpm. Después se hace pasar nitrdgeno gaseoso frio a

temperatura de entrada de unos 35°F (41,7°C). A continua-
encontréndose situadoé el magnetrén v el guie-ondes aso-
ciado para dirigir la energia microondulatorie en direc-

cién horizontel hacia les paredes laterales de los fras-

segundos de exposicidn), se prosigue la circulscién de ni-
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de amilasa en los frascos expuestos,ha vuelto'a‘unos 80°F

:'(26,700). El sistema de mesas giratorias se detiene y los

- los tres frascos de control no tratados, se mantienen a
" 400F (4,4°C) durante 48 horas. En todas les muestras se
. determina después la actividad de amilasa con los siguiend

','fés resultados(las cifres son los velores medios):

~ estos Wltimos se tapan y enfrian a 40°F (4,4°C), A conti-

nuacidn se exponen tres de los frascos a la energia micro-
8896080 bajo presidn, como en el Ejemplo 6 pero durante

- 75% (22,2-23,9°C), los frascos son enfriados inmediate-

_19. i

378502 ol

frascos se sacen de la cémara, se enfrian inmediatamente

a 40°F (4,49C) en un bafio de agua de hielo y, junto con

materiel tratado - N 800 unidades/ml
. contrel | 200 unidades/ul.
_' . EJEPIO -
:iUh guero de sangre humena fresca se filtre a tra-
vés de un filtro bacteriano y se introduce en wnos fras-

cos de vidrio estériles, a razén de 30 ml por frasco y

ondulatoria, en presencia de una corriente de nitrégeno
15 segundos. Después de sacariss de la cémara a unos 72-

mente & 40°F (4,4°C) en 'un bafio de agua de hislo. A con=
tinuacién los frescos junto con los controles no tratados
ge mantienen & 40°F (4,4°C) y se analizen de vez en ocuando
Trahgourridas dos gemenag, los valores del ensayo bioquim
mico de los controles han cambiado de forms qué ya no se
encuentran dentro de los limites normales pere los enzimas
Deépués de un mentenimiento prolongado a 40°F (4,4%), el
material tratado es emalizado de vez en cuando & lo largo

de un periodo de 9 meses, con log siguientes resultados:
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Valores despuéé de los dias
N indicados
'c°§3t%tg af 3090 150 _210  _270
- ente {ass 0_
- limite superior 145 143 142 142,56 142
. Sodio medio - 141,8 140,8 140,9 141 141,5
- limite inferior 140 139 139,5 139,7 139
R 1imite superio& 443 44h 4,3 444 444
[Potasio medio . 4,0 4,0 4,0 443 443
g limite inferior 3,9 3,8 3,92 3,9 3,8
1 - 1fmite superior 101 _ 100,4 102 . 100 100
" |Flucosa medio 98,8 99,0 98,8 97,5 9745
- - limite inferior 90,5 93,6 93,5 . 93,2 91,4
E‘oéfatg 1{mite superior - 34,1 34,5 35,0 34,0 34,1
B_. 8.10_@_ megdio - 32 ’9- 33,2 33s4' 33!0 3310
[Mine . Limite inferior 30,0 30,2 31,0 30,9 30,5
| -4 limite superior 27,0 25,7 25,0 24,0 = 23,5
: ~ﬁcos,  medio 25,1 24,5 24,0 23,8 22,8
, © . limite inferior 22,5 21,8 21,0 20,0 20,0
1{mite superior 21,0 20,7 20,0 20,0. 19,0
- fraps¥  medio 20,2 19,0 19,2 19,0 18,7
L - limite inferior 19,5 18,4 18,3 18,0 17,8
DHTA - 1imite superior 210 204 204 201 198
(total) medio 200 196 196 196 190
" 1fmite inferior 190 192,2 192 190 -~ 188
DHL do %0 1 {uite ‘superior . 23,4 22,6 22,8 22,1 22,5
BCORAMEI= 10630 P 2235 21,5 21,3 21,4 21,2
nzigasds limite inferior 21,2 20,4 20,0 19,4 19,0
gﬁ?%g%g: ) ‘
o( DHLi4) . , .
, ;j;cciénllimite superior 46,5 45,8 44,0 43,6 43,1
. Re cora- medio : 4446 44,0 43,2 42,9 42,6
. pén(HI5) limite inferior 40,8 41,8 41,0 40,2 40,
. fraccimes limite superior 134 134 134 132 132
restantes meddio . 132,5 132,4 132 13144 130,2
_ {01, 3 ) Limite inferior 130,6 130,2 129,5 129,2 128
limite superior - 68 67 65 66,5 65
fmilasa medlo 65 64 63,6 63,7 62,6
- limite inferior 62,5 61,8 61,3 61,6 61,4
Preatina limite superior 6,1 5,8 5,7 & Xk
Fosfoqui medio . 553 5,4 5,0 T
teselC.BE) 1imite inferior 4,8 4,5 4,2
. limite superior Te5 Ty5 T,5 5 4
Protei- nedio T2 Tk 1,3 T3 Th3
: limite inferior 6,9 7,0 7,1 0 - y0

.80 .

—
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| normal a 1o largo del periodo de ensayo,

- TABLA 1T

| Constituyente ' , ' ____Valores normales
Sodio ' ‘135;145 meq/Litro
Potasio ' 3,5-5,0 meq/Litro

" elucosa - 65-110 ng %

. Fosfatasa alcalina  5-35 unidades internacionales
7605 -  5-40 unidades internacionales
TGPS . 5-35 unidades internacionales
DHL (total) 150-500 unidedes internscionales

~21-

'Y 1 i
378692 - =
' TARLA I (contingaciég)

Valores después de los dias

) . indicadog

Constitu -
yente dfes: 30 _90 _150, 210 _2]0
. iimite superior 4;00 4,25 4,12 4,19 4,11
Albimire medio . 3,82 3,87 3,90 3,87 3,92
5 1{mite inferior 3,42 3,44 3,56 3,51 3,70
. 1{mite superior 3,00 3,02 3,00 2,94 2,98
2,60 2,70

lina . 1fmite inferior 2,55 2,66 2,61

%k TGOS es transaminmge glutdmice oxalacétice de suero.lv
. DOGPS es transeminsse glutdmica pifdvics del suero.

DHL es deshidrogenasa léctica,

No. se realizaron mds determinaciones.

. .
A

© El material tratado presenta unas electroforesis

Los valores normales para estos constituyentes son

log giguientes:

Fraccidn de higado

DHL | . 10-20 % del total
Fraceidn de corazdn

DHE 20-40 % del total
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| TARTA T (continuaéién)
Gonstitgxent - o Valores hormg;gs

. -| Fracciones restentes DHL 35-55 % del total
. Amllasa 50-160 unidades (Diatasa)'.'
Creatmna fosfoqulnasa ‘ hasta 35 unidades internacionales
B Protemna total - T 648 8,0 mg % |
#| Kivinine 3,25 -5,70g %
Globuling : 1,5 = 3,08 %

" Bg pogible introducir considerables modificaciones |

enulos.mateiiales enzimdticos tratados y en las técnicas pax

" tiodlarés empleadas sin apartarse de los limites del inven-{

to. -

.

En resumen, la Patente de Invencidn que se sblici—

ta deberd recaer sobre las siguientess
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' mcuoso & une temperatura inferior a 5OPF (10°¢) ¥ dqépaés,
on répida sucesién, (a) someter el enzime en una zona de
.;tratgmiénto, mientras se mantiene en un contenedor cerrado
‘ permeable arlas microondas, dentro de dicha zone de trata-
-miento, 8 una energia microondulatoria a través de uns at-

' Zmosfera mévil de gds refrigerante, durante un ‘periodo de

" zima, encontrdndose diche atmdésfera mévil en contacto Adi-

recto con las paredes permeables & las mioroondas de dicho

zime y estando & una temperatura inferlor 8 unos 60°F

_gis microondulatoris &l final del periodo citado y (e)

enfrigr dicho enzima,

ciclos por segundo aproximedanente.

REIVINDICACIONES
1. Un método para aumentar la estabilidad de un

enzima caracterizado por enfriar el enzima en un medio

tlempo inferlor el necesario para la inactlvaelén del en-

contenedor pero fuera del contacto directo con dicho en=-

(15,600) cuando es admitido & dicha zona de tratamiento;

(b) interrumpir 1a exposicién de dicho enzima & dicha ener

2., Un método segin la Reivindicacidén 1, caracteri-
zado por el hecho de que dicha energis microondulatoria

tiena_una frecuencia comprendide entre 1000 y 5000 mega~

3. Un método segin la Reivindicacidn 2, caracteri-
zado por el hecho de que dicha energia microondulatorie
tiene una frecuencia de 2000 & 3000 megaciclos por segundo
aproximadanente. | |

4. Un método segin la Reivindicacién 3, caracteri-
zado pﬁr el hecho de que dicha energiﬁ'micrbondulatoria

tiene una frecuencis de 2400 a 2500 megaciclos por segundo
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t ,-.enzima tratado en e1~contenedop continﬁé'estando gsometldo |

. a’la accidn de dicho gas refrigerante.

- reivindicaciones, caracterizado por el hecho de que dicho

'Zenzima en el medio acuoso ‘es por lo menos uno “de los en=

?ciones 1-5, caractermzado por el hecho de que sl enzima

“en el medlo 8CUOSO0 es suero sangulneo.

& una tenperature comprendide entre 35 y 45 Op aproxima~
fdamspte (1,79 ¥ 7,2°C) antes de la exposicién a dicha

energla microondulatoria.

cha exposicién a la citada enersgia microondulatoria.

. es enfriado & una temperatura inferior a unos 50%F (10%).

‘o

aproximadamente. -
5. Un método segin cualqgieré de las precedentes
reivindicaciones, caracterizado por el hecho ds que des—

pués de la exposicidn a ls energia microondulatoria,'el
6. Un método segin cualquiera de las precedentes

21mas del suero sanguineo.

".ﬂ7.- Un método segun cualquiers de las Reivindioa—

Be Uh método segin la Reivindleaclon 7, caracte-

rlzado por el hecho ds que el suero sanguineo es enfriado

9, Un nétodo segin las Reivindicaciones 7 4 8,
caracterizado por 8l hecho de que el suero sanguineo no

pasa de una temperatura de unos 125°F (51,7°C) durante di-

10. Un método segin cualquiera dé las Reivindica-
ciones 7 a 9, caracterizado por el hecho de que despuds
de interrumpir la éxposicién de dicho suero sanguineo a

dicha energia microondulatoria, el citado suero sanguineo

11. Un métodq segin cualquiera de,las preceden—

tes reivindlcaciones caracterizado por el hecho de que
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précticamente todas les paredes prinéipalés permegbles &

flab,microondas del contenedor citadq‘son presenﬁadas dl-

rectemente & la citada energia microondulatoria durante

la exposicidn mencionada.

12. BSe reivindica pof 4ltimo, como objefo sobre|

el que ha de recaer la Patente de Invencibén que se solici-

. té: "UN METODO PARA AUMENTAR LA ESTABILIDAD DE UN ENZIMA".

Todo conforme queda descrito y reivindicado en

-la presente memoria descriptiva que consta de veinticinco

péginas mecanografiadas.

Madrid, 16 Abril 1970

BERNARDO
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