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Egte invento se refisre a un sustrato para enti-
mas, y mas particularmente a un método de preparar una com
posicién qus contiens un sustrato de ssta clase que se apli
ca ¥ adsorbe firmements a un soporte.

En la asyor parte de las reacclonss enzimaticas,
a8 Ageir, reacciones en las cuales un sustrate por la ac-
cibn catalitica de una enzima exnerimenta ung modificacién
(rensralasnte degradaqién), tanfo el sustrato como la enzi
e estdn en forme de una solucién y en alsunos caso: de una
suspensién. Se logrardn diversas ventajas, no solo respec-
tc al btransporte y manipulacion, si cialguisra de los com=
ponentes, s dzcir la enzima o el sustrato, pueden suminis-
trarse gobre un soporie. Ts conocido ccabinar una ensima
con un soporte, tal como un ~el o celulosa.

También es conocido combinar un sustrato con un
soporte, naro la combinacién en la tdéenica anterior na si-
do rsalizada ds tal modo gue el sustrate sstaba unido de ng
do covalente al soporte por medio ée un copulador, ¢ el sug
trato habin sido aplicado Unicamente de modo suslto a un €9
porte de aodo que pusda sapararse de 41 fdcilmente, por
ejemplo por accion A2 agua. Jomo un ejaamplo de la técnica
nterior puede mencicnarse el articulo "Irégersebundsnsbio
losisch altbive Bubstanzen un ihre Anvendung" por in.D. Crth
¥ e Drummsr en ange-andte Che@ie, volumen 84 (1u72), ne 6,

parinas 319-3568. Bste articulo s2 rafiere nrincipalments a

[6

nzines adscrbidas sobre soportes, pero en la Pabla 1 se ci
tan divarsas refarencias que tratan ds sustratos adsorbidos
sobra soportes. s un hecho comdin a todos =zutos datos ¢ue

ze ralisrsn a sustratos que sstdn anides guinicancte a so-

porta, 2s Jacir por enlaca covalente o enlace idnico (anid
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nico). La intencién es sacar partido de los sustratos adsor|
bidos sobre soportes para la preparacién, en un estado pu-
ro, de enzimas. En este caso existe solamente una formacidn
de complejo enzire-sustrato sin ningune degradecidén dsl sug
trato. La aemoria dsla patente de EE,UU. 2.677.917 y la meno-
ria de la patentes francesa 2.071.058 describen ademds como
es conocida la eplicacién a soportes, tales como carbén ve-
getal o perlita expandisa, de medlos nutrientes pars produg|
;iOn en abundancia de hongos.'Los medlos nutrientes utili-
zados son solubles en agua y permiten la produccién abundan
te ds hongos para absorber el nutriente en un medio humedo
para mantener sl crecimiento. Una descripeibén correspondien
te sz hace en l% memoria de la patente de TE,UU, 3.251.T749
para convsrsién bacteriena en polisacdridos de hidratos de
carbono que estdn dispuestos sobre soportes. En este caso
taabidn, el "sustrato" es soluble en agua y en cambio sstéd
colocado de modo suslto sobre el soporte.

Como ejemplos adiciongles de la técnica arterior
pueden mencionarse le memoria de la patente francesa
1,306.640 que describe la incrustacién de enzimas o sustra
tos enzimdticos en un matérial permeable, tal como un mate
rial polimero. La nmemoria de %a patente francesa 595.782
describe la aplicacién de dcido sulfdrico a la tierra de
distomeas. La memoria de la patente briténica 89L.467 des—
cribe la aplicacién de una sugtancia activa capaz de una
accién oxigante o reductora (quinona-hidroguinona), a di-
versos soportes. La memoria de la patente de EL.UU, 2.717.85
describe la aplicacibén de enzimas a soportes. La memorie de
la patente francese 940.108 se refisrs a cargas de refuerzo

para caucho, consistiendo dichas cargas en meterial mineral
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de grano fino re&estiao con. un agente tensioactivo o lubri-
cente, tal como aceite o grasa. La memoria de le patents de
EE.UU. 1.979.380 describe el revestimianto de particulas de|
pigaentos, tal como nogro Ae humo, con materia orgédnica,
tal como aceite de linaza, la memoria de la patente brité-
nica 993.944 describe el revestimiento de silicato de sodio
y aluminic de gran superficie sspecifica con un coloranfe.
La qemoria de la patente de EE.UU. 2.354.318 describe el
revestimiento de carbenato de calcio de granc fino con un
adhesivo, estando destinado el producto como pigmento por
ejemplo en napeles de empapelar.

Gontrariamente de lo que ha demostradc ser la té¢
nica anterior, sl presents invento se refiere a un método
de preparar un %ipo espacifico de sustratos adsorbidos so-
bre soportes, no esivando unido el susirato de mode covalen
te al soporte ni directamente ni por copuladores, pero as-
tardo anclade Firmements al soporte por adsorcidén dibido a
la intzraccidén entre el sustrato y un soporite especial de

gren superiicie especlfica. Bs ademds un raquisito previo

asua ¥y no experimente hidrélisis o Aisolucidn en ausencia
de la enzima correspondiente. Al contrario de alpgunas de
las ensenfianzes de las memorias de la patentes antes mencig
nadas, en las cuales el revestimiento es wn material solu-
ble en agua aplicado de modc snelto, el sustrato en el con
tenido ael presaente invento estd adsorbido de este modo fiﬁ
mo sobre el soporte y ademds s difflcilmente solubls an
arua., Por este madlo, el invento »roporcione de una Torma
puy sencille y nade cara un sustrabto cnzimdtico unido fir-

measnte a un soporte. Para la actuacién del sustrato adsor
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bido sobre un goporte se emplea une enzima en fase acunoss
vy debido a la naturaleza y las propi;dades del sustrato agd
sorbido sobre un’ soporte se obtiene una afinidad elevada y
f4eil de controlar entre la enzimm y el sustrato.

El iﬁvento proporciona por tanto un método de pre
parar una composicién de un sustrato enzimdtico y un sopor—
te, caractsrizado porque un sustrato enzimitico que es di=
flcilmente soluble en agua y sustancizlmente estable en au
sencia ds la enzims correspondienie y un soporte que cs
inevte al sustrato enzimédtico y tiene una superiicic esps-
cifica de al menos 50 mzﬁg' ge suninistran con agitaéién a
un disolvente orgénico para la formacidén de una susponsién,
después de lo cqal se separe ol disolvente orgénico y el rg|.
giduo restante se tritura en particulas de tamaiio deseado.

En una realizacién del invento se sunministra ade-—
nds a la suspensién un diluyente miscible con el sustrelo.

El diluyente se selecciona preferiblemente de los|
aceilas minerales que contienen diversos hidrocarburos, al
coholes aliféticos superiores y poliglicoles.

En otra realizacidn Ael invento pusde suministraj
53 2demés a la suspensidén un agente modificador de la vis~
cosidad. .

El agente modificador de la viscosidad pueds ser
un jabén de metal, por ejemplo.estearato de aluminio.

| En una realizacién adicional preferide del inven
tc el soporte tiense ﬁna superficie especifica de al menos
200 n?/g. A

El soporte se selecciona preferiblemente de poli

meros orgénicos/inorginicos, &xidos inorginicos, dcides y

salass,
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Eapecificamente se prefiera seleccionar el sopor-
te de alimina, carbonato de:oalcio, carbonato de magnesio,
asrogel de silice y f&sfato de calcio.

En una realizacién especial del invento el sustrg -
$o as tricapronato de glicerina.

Un empleo espacial de la composicién sustrato-so
porte obtenida por el.método del invento es en el llamado -
indicador enzimdtico que comprende utne composicién, adsof—
bida sobre un soporte, de sustrato enzimdtico en combinae-
cién con una enzima correspondiente al sustrato, y un indi
cador para poner de manifiesto la formacién del producto
de reaccién en la reaccién enzimftica.

Bl anclaje sélido (adsorecién) gue existe entre el
sustrato y el soiorte'de acuerdo con el presente invento se
realiza por el empleo de un soporte especial gus - como se
ha mencionados antes - es sélido e inerte para el sustrato
enzimdtico y que tiene une superficie especifica de al me~
nos 50 m%/g, prefariblemente de al menos 200 m2/g. Debldo
a la unién sélida obtenida se elimina cualquisr separacién
indeseada del sustrato del soporte. Aungque no ha sido esta
bleclda complstamente, la afinidad maréadamente en aumento
que se produce sntre el sustraﬁo adsorbido sobre un sopor=
te y la enzima correspondiente parzcs que debe atribuirse
e la combinacién con el soporte‘espeeial ¥ principalmente
a su gran supsrficie éspecifica. Aplicando el invento, se
ha encontrado que aumentando la superficie especifica del
sonorte aumenta la actividad o velocidad de la reaccién en
tre el sustrato y la enzima. isil, se ha obtenido un aumen-
to de actividad de hasta diez vscaes la normal.

Sinningura enumeracién emplia de todos los sustrg
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tos conocidos que corresponden a diversas enzimas, se com-
prendera que el invento es gplicable a cualguier sustrato
que satisfaga los requerimientos antes mencionados, es de-
cir el sustrato seréd dificilmente soluble o sustancialmen=
te insoluble en agua, lo que significa que el sustrato ten-
dré una solubilidad menor de O,lj en peso en agua a 209C,
¥y el sustrato seri ademés estable y no experimentard hidré
lisis o disolucién en ausencia de la enzima correspondien—
te. Log sustratos perferidos en el contenido Ael presente
invento son los que se seleccionan del grupo de tricaprong
to de glicerina (tricaproina), tripelargonina, tributirina
y adipato de bis~3,5,5trimetil-hexilo, &steres mixtos de
alcoholes poliva}entes y dcidos orgénicos e inorgénicos.

El material soporte especificamente preferido en
el presente invento es silice en forma de asrogel que tie-
ne una superficis sspecifica de aproximademente 200-30C
m?/g. Dicho aerogel de silice estd disponible comercialmen
%6 con la designacién de “Aerosil", "Cab-0-Sil", "Kisélgel
G* de la firma Maorck y "Fluosil" (Nyn#s Petroleum AB, Sue-
cia).

-Como se mencioné ya, la preparacidén de acuerdo
con el presente invento de la pomposidién gustrato-soporte
se realiza praferiblemsnte apligando el sustrato al sopor-
te por impregnacién, estando el producto acabado en fbrma
de un polvo fécilmente manipulable, estable al almacenamien
to, que @8 de fécil fluidez. De este modo, el soporte se
pone en suspensién, con agitacién, en un lIiquido que con-
tiene sustrato o sustrato y diluyente de sustrato. Despuds
de este trotamiento se separa el liguido afiadidos. EL regi=-

dzo se divide finamente de modo que se obtengan particulas
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del tamafio y distribucién de tamafic deseados.

En lg realizacién mds sencilla y mas basica del
invento se obtiefie un material sopor#a con una capa de un
sustrato del tipo definido en lo antericr. Como se ha men-
¢ionado ya, el soporte serd sélido y quimicamente inerte pe
ra ¢l sustrato ¥ tendrd una superficie especifica por uni-
dad de peso de al menos 50 m2/g.

En otra realizacidén del invento la capa aplicads
al material soporte no consiste solamente en sustrato sino
en sustrato en combinacién con un diluyente. En la cupa si
tuada sobre el material soporte sstard asi{ presente el sug-
trato disuslto en el diluyente, Al contrario de la realiza-
cién antes descg}ta, cuando el sustrato completo es direc—
tamente accesible a la accién de la enzima, solo el nateria
sustrato sustancialmente presente en la parte mds extexrior
de la capa 25 directamente accesibls a la accién de la en—~
zima en esta Ultima realizacién. Las propiedades del dilue
yente, tales como su capacidad de disolver sustratos, sus
efectos de activar o inhibir enzimas, su viscosidad y ten-
dencia a separarse bajo la accién ds temperaturas bajas,
incluyen sobre la acsesibilidad del sustrato a la accién de
la enziaqa. Diluyentes adecuados son los aceites minerales,
alcoiioles alifdticos superiores, tales como decanol, dode—
canol, alcohol estearilico y poliglicoles y otros compuss—
tos hidroc:rbonados inferiores volétiles que son miscibles
con el sustrato.

La aceesibilidad del sustratc a la accién de la
onzima pusde estar influerciada adem#s por mezela del di-
luyente con zgentes modificadores de la viucosidad, tal co

o egstearato de aluainio.
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Lg presente composicién sugtrato-soporte es Util
para cualcuier fin adecuado para la reaccién bajo la in-
fluencia de la eizima correspondiente. Es exbtremadamente
ventajoso emplear la composicién sustrato-soporte en la nor
mallzacién y caracterizeclién de enzimas,., Un campo especial
de téenicas en el que ol presente invento La demostrado ser
particularmente util, es 8l Ae los indlcadores pars una in-
dicacién sensible de tiempo temperatura, por sjemplo raspeg
to a las sustanciag alimenticias gue incluyen ftambién las
sustancias alimenticias enfriadas y congeladas. Dichog -
dicadores son conocidos sobre todo desde le memoria de la
natante de¢ EE,UU. 2,671.028.

De estp modo, si un indicador que couprende ung
enzima y su sustrato asi como una sustancia indicadora pa=
ra poner de manifissto la formacién del moducto de rsac—
cién en la reaccién enzimstica, sz somete a las mismas con
diclonss Ae almacenamiento qﬁe una sugbancie alimenticia,
es posible por calibﬁaoién adecuada del indicador decidiw
del cambio Ae color del indicador el estado e almacenamien]
to de la sustancia alimenticila.

Un indicador enzimébtico correspondientz que em~

ples el sustrato adsorbido en ol soporte preparado por el

dicko sustrato combinado con una enzima adaptada al sustrg
to, ¥y une sustancia indicadora, por ejemplo un indicador
de i, para poner de manifiesto la formacién de loe produg
tos de reaccloén en la rseccidén enzimdtica.

Con el empleo del uustrato adsorbido on el sopor=
te preparado de acuerdo con el invento y la enzina correg-

pondiente en suspensiones acuosas, pueden ailadirse a la sug|
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¥

pensién espesadores, talés como éompuesﬁos,solubles en ague,
de slevado peso moleculér, poriejemplo agar o carboxicelu=
losa. Egto dard una vantaja'debid§ a que el sspesador, por
ejemplo agar, proporciona dn oierto cambio de la velocidad
de reaccibn. . o

Para una ilustracién adicional, el invento se deg
cribiréd més completamente a continuaclén con referencis a
los ejemplos. Sin embargo'dabe observarse, que estos ejem-
plos son solamente ilustrafivos ¥y no restrictivos. Ademds
debs observarse que ademis de los sistemas enziméticos pueg
tog de ejeﬁplo, pueden ser Utiles naturalmente otiros sgiste-
nas enziméticos y estaf comprendidos>dentro del aspiritu y
alcance del presonte invento.

Ejemplo 1 ‘

Preparacién de un soporte revestido de sustratoa‘

100 g de silice de grano fino (“Fluosil"GD e
Nynis Petroleum, Suecia) se in?rodujeron en pequefias porh
ciones y con agitacién en 2500 ml de cloruro de metilapo
hasta que se obtuvo una suspensién homogénea.

La suspensién se mezcld a continuacién con 100 g
das tricapronato de glicerina (tricaproina, TC) y se conti-
nué la agitacién durante une hora nds a temperatura ambien
te.

A continuacién se sep;ré el cloruro de metileno
inyectando aire a través de boguillas de filtro y calentan
do ligeramente a 302C, Cuando el volumen de la mezcla se
habls redueido a 1500 ml se interrumpié el calentamiento
para evitar la ebullicibn violenta, y se efectué la expul-
sién continua del cloruro de metileno inyectando aire solg

mente con agitacidén continua. ‘-,
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La expulsién final del cloruro de metileno se llg
vé a cabo en una vitrina de calantamiento a 502C, Después
de acebar de sechr en la vitrina de calentamisnto se obtu=
vo una mesa blanca quebradiza, gue se triturd en un morte-—
0 ¥ Se tamizé por un tamiz de anchurs de malla deseada con
lo que se obtuvo un polvo de grano fino. Se obtuvo el resul
tado correspondiente cuando la mase blanca quebradiza seca
58 puso en suspensién en agua y se triturd en un molino co-

loidal.

Ejemplo 2
Prenaracién de un soporte revestido con susirato

y dilayente.

Silicq de grano fino se puso en suspensién en clg)
ruro de metileno del mismo modo que en el Ejemplo 1. Una
nezcla de 50 g de tricaproine y 50 g de aceits para hugos
3@ aiiadié a la suspensién con agitacién, y se continuo la
agitdeién durente 1 hora a temperatura ambiente.

DeAforma correspondisnte a la del Ejemplo L éb 80
paré a continuaecién el disolvente y la masa resultante se
triturd en un morterc y un molino coloidal, respectivamen—
te. Se obtuvo un polve de grano fino de soporbe revestlido
con sustrato y diluyente.

Ejemplo 3

Se repitidé el Ejemplé 2 con la diferencia sin em
bargo, de que ol estearato de aluminio se afiadié en una can
tidad del 10% al aceite para husos. He obtuvo un resultado
coPrespondiente al del Ejemplo 2.

E jemplo 4 .
Se repitié el Ejemplo 2 pero se sustituyé el acel

te para husos por alcohol estearilico. Esto requirié calen
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tamiento con el fin de que la mezcla de tricaproina .y alco-
hol estearilico fuera homogénea.Vfor otra parte se empled
el mismo procedimiento que en el Ejemplo 2 y se obtuvo el
resultado corfespondiente.
Ejemnla 5

Se hicieron ensayos con soportes recubiecrtos -de
sustrate preparados d4e acuerdo con los Ejemplos l-3. En eg
tos ensayos se dsterminaron las propiedades indicadoras de
rospueta tiempo-temperatura correspondientss por indiracidn
en combinacién con la enzima lipasa del péncreas. Se indi-
cé la formacién de dcido en la reaccién enzimdtica por me-
dio Ae un indicador de pH. La relacidn en peso del soporte
a la capa que ooptiena sugtrato en dicho soports en fddos
los casos fue de 1l:l. Losg resultados se muestran en la Ta-—
bla l. Bn la taLlae se emplean las abreviaturas siguiantes:
Flousil = I'; tricaproina = 2C; aceite para husos =85 es-

tearato de gluminio = Alst.

Pabla T

Tiempo relabtivo ds cambio

%23 . P20/ P 26/5/F 0C/5/10441t/T
420 1,0 1,0 1,0

+ 4 2,4 2,0 1,7

-5 15,5 20,0 33

-10 40,0 108 417

=15 321 856 970

=20 1396 - 2 -
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Los resultados de lom ensayos confirman lo gue se
ha establecido antas o sea, que partiendo de una cierta de-
pendencia tlempo~temperatura de un soporte revestido sola-
mente con sustrato, esta dependencia aunmsntard cuando el
gustrato se combine con un diluyente, es dscir se amplia-
rén los tiempos relativos de cambio. La dependencia aumen=—
ta ademfds si se afiaden a la coumbinacién “e sustrato y diln
yenta, apsntes gue aumentan la viscosidad, tales cono aste%
rato de aluaminio,

Ejemplo 6

Para estuéiar la accion de los espesadores en la
guspension acuosa del sustrato enzimético se afiadié 0,255
de arar a las sqspensiones acuosas de la enzims (lipasa del
pancreas) y soporte revestido de sustrato de acuerdo con el
Ejemplo 1. Se observaron los tiempos indicadores obtenidos
y se muestran como tiempos relativos de cambio en la La-

hla. 2.

Table 2

Liempo relativo ds cambio

Temp. ' 20/P 6/ ¥
(ec) 0,25% agar -
420 1,0 " , 1,0
+ 4 2,4 - 2,4
-5 12,7 15,5
-10 84,2 40,0
-15 1336 321

-20 >16000 ' 1396
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En el ensayo podrad observarss claramente el ofec-
to del agar a temperaturas por debajo de =102C.
Ejemplo 7 '

Se hicieron ensayos con sl fin de comparar la ac-
tividad en la amccién de la enzima (lipasa del pancreas) so-
bre el sustrato (tricaprofns), por un ledo sin un soporte
¥ por otro lado, aplicado como rgvestimiento sobre un sopor
te de acuerdo con el Ejemplo l. En el snsayo, ss émplearon
concentracionss variables de enzima y como medida de activi
dad se indicd el producto de reaccién formado a 20¢C por
medio ds un indicador de pH. Los resultados aparacen sa la
Tabla 3.

Tabla 3

Tiempo de cambio en minutos

Concentracidn ¢ oc/P
de lipase
(pa/m)

3 7,5 . el
1 15 1,3
0,3 37 4,5
0,1 140 11,5
€,03 380 - 32

3e sacard como consscuencia de la Tabla 3 que la
combinacién del sustrato y el soporte de gran suparficie
aspecifica implica un aumento de aproximadamente diez ve-
cas en actividad comparada con la actividsd del sustrato

solo.
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Ejemplo 8

Lo mismo que en el Tjemplo 7 los ensayos se rea-
lizaron para coaparar la actividad en la accién de la enzi-
ma sobre el sustrato, por un lado sin ningin soporte y por
otro lado, aplicado como revestimiente sobre un soporte. Co
mo enzime se empled la lipasa del péncreas, ol sustrato fue
tripalargoniné (TP), y el smoporte fue "Fluosgil" V 300 que
tenia una superficie espacifica de eproximadamente 300.m%/g
Como medida de la actividad se indicé la rormacion del pro-

Aucto de reaccién a 2020, Los resultados se indican an la

Lable 4.
Tabla 4
Concentracitén rela Tiempo de cambio
tiva de la snzimag an horag (h)
TP oR/F
32 ‘ 21 4,25
16 : 28 , 12
8 7 25
4 240 46
2 524 100
1 . - 240
Ejemplo 9

Se rapitid el Ejemple 8 con la diferencia, sin
ambargo, de que sz eapled como sustrato tripropilonina (2PP)
an lugar de tripslargonina. La enzima era la lipasa del pdn)
creas y 2l soporte "iluosgil". Los resulbtadeos so indican en

la “abla 5.
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Tabla 5
Concentracién relg : Tigapo de cambio
tiva ds la enzima_ ’ en boras (h)
PP PR/
32 ' 1,25 0,5
16 4,75 1,25
8 21 245
4 28 £21
2 70 21
1 142 25

Ejemplo 10

Se regitié el Ejemplo 8 con la difsrencia, sin
ambargo, de gue se empled como sustrato adipate de bié~
-3,5,5-trimetil~hexilo (THA) en lurar ds tripelarsonina.-
Como antes, la snzima era le lipasa del pancreas y el so=

porta "Fluosil". Log resultados se indican en la Tabla 0.

Pabla 6
Concentracibn rels Tismpo de canbio
tiva de la enzima en Lioras (h)
_ THA THA/T
16 70 21
8 384 35
1L - 71
2 - 192
1 - 240-284

Parece evidente de los Ejemplo 8-10 que la combi-

nacion del sustrato y el soporte de gran superficie especi-
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fica imnlica un fuerte aumento de la activi‘ad comparadé
con la amctividad al emplzar un sustratc sin ningin sopor-
1.

Sjemplo 11

Se aplicéd mustancialmente 21 mismo procedimiento
que el del Sjemplo 7 con la diferencia, sin embargo, de que
se sustituys"Fluosil" como soporte por "kiselgel G" de la
firma YMerck. Tste soporte tenia la composicidn siguiente:
137 de CaS0y, 0,024 de cloruro, 0,03/ de Pe y el resto Si0,
Los granos del soporte tenian un didmetro ds 5-25 Pm. Para
el sustrato no adsorbido sobre un soporte se empled una so-
luocioén al lﬁ.de tricaproina en acetona, mizntras que para
el sustrato édsoybido sobre un soporte se enpled una suspen
8ién que contpgnia una cantidad correspondiente de Kiselgel
ravestide con 30/ de tricaproina. Despuds de la mezcla de
la onsima (lipace del péncreas) se determiné un pi de 5,4
g 2020 Adespuéds de 28 minutos para el sustrato adsorbido so-
bre un soporte y despuds de 220 minutos para el sustirato no
adsorbido sobre un soporta.

De ests modo se comprendqré que eligsiendo combie
nacionas adecuadas de sustrato, sustrato-diluyente, sus~—
trato-diluyente-asente moditicador de la viscosidad, puede
proporcicnarse indicacién de regpuasta tiempo~temperatura,
adapténdose dichos indicadores a las condiciones apliéables
al almacenamiento de cierto articulo. También se comprende—
Y4 que por razén de la configuracién muy mane jable del sus-
trato de acuerdo con el invento, el indicador puecde adaptay
se ndemés mezclando materiales sustrato As Aifeventes cla-
885, es decir mezclendo un material que 2sté revestido so-

lmente con sustrato : un material que ssté wevestido con
J 'l
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una combinacién ds sustrato-diluyente-agente modificador
de la viscosidad, etc. Ezlsten caminos inesperados ablvrtos
pare una adapbacidén o control de la dependencia tlempo~temr .
peratura del indicadér, y empleéndose el sustrato de acuer-
do con el invento pueden proporéionarse indiecadorss que se
adaptan a cada fin concebible, como para la indicacién de
meterial fotogréfico, medicinas, sustancias alimenticias u
otros articulos sensibles que para mantensr sus cualidades
requieren ciertas condiciones definidas de almacenamisvto.
Debe observarse gue la memoris, deseriptive ante-
rior es neramente informativa pero no restrictiva. Evideﬁ-
temente, puede recurrirse a muchas modlllcaclonev y Varla-
cioneg dentro del espliritu y alcance del invento tal como

se define en las reivindicaciones gue se acompafian.

REIVINDICACIOHES

Los puntos de invencidén propia y nueva, que se
presentan pare que sean objeto de esta solicitud de Paten~
te de Invencién en Espafla, por VEINIE afios, son los que se
recogreon en las reivindicaciones siguientes:

- l&,~ Un método de preparar una composicibén de un
sustrato enzimdtico y un soporte, caracterizado porgue un

sustrato enzimdtico que es diffcilments soluble en agua ¥
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sugtancialmente estable en ausencia de la enzime corregﬁonu
diente y un soporte gue es inerte para el sustrato enzimé-‘
tico y tisne una superficie especifica Je al menos 50 m?/g
ge suainistran con agitacién a un disolvante orgdnico para
la formacién de una suspensién, después de los cual se go-
para el disolvente orgénico y el residuo restante se tritu
ra en particulas de tamafio deseado.

28,~ Un método segin la reivindicacién 12, carac-—
tarizado porque se aplica fambién a la suspensién un dilu-
yente miscible con el sustrato.

32,~ Un método segin la reivindicacién 28, carac-
terizado porque cl diluyente se selecciona del grupo de
aceites minaraleg, alcoholes alifdticos superiores y poli-
clicolas.

48,- Un mbtodo segin la reivindicacién 38, carac~
terivade porgue al aceite mineral ss acelte para husos.

58,- Un método segdn una cualquisra de las reivin
dicaciones precedentes, caracterizado porque se suministra
taubidn a la suspension un agente modificador de la visco=-
sidad.

8,- Un método segdn la reivindicacién 5%, carac
terizado porque el arente modificador Ae la viscoslidad es
satearatc de aluminio.

73,~ Un método segin una cualquiera de las feivig
Aicacicnes precedsntes, caracterizado porgue sl soporte tig)
ns una supariicle especifica de al menos 2C0 mz/g.

82,~ Un método segin una cualquisra de lag relvip
dicacicnzs precaﬂentés, caractsarizado porgus 8l soporte se
gzlecciona del grupo de polimsros orginicos/ inorginicos,

Sxidos inorgénicos, dcidos y sales.
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g9a,- Un método segin la reivindicacidén 82, cérag
terizado porque el soporte se selscciona del grupo de ali~
mina, carbonato de calclo, carboﬁato de magnesio, acrogel
de silice y fosfato de calcio.

108,~ Un método segdn la reivindicacién 98, carag
terizado porque el soporte es asrogel de sfilice.

118.- Un método ssgin una cualguiera de las rei-
vindicaciones precedentes, caracterizado porgus s selec—
ciona como sustratc el tricapronato de glicerina.

128,- Un método de preperar una compogsicidn de
un susbratc enzimdtico y un soporte,

Tal y como se ha descrito en la ilemoria que'ante
cele ¥y pars los‘fines que se han especificado.

Esta 'lomoria consta de veinte hojas escritag g

médquina por una sola cara.

43 O, 1076

iladrid,

P.4.
Alberto de Bisuuviu

g ——
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