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‘para regular muchas y variadas reacciones quimicas;_:;

Case 1667

1

Es sabido que les enzimas, que son de nabu-

raleza protefnioca y que cominmente sop solubles en

sgua, constituyen catalizadores bioldgicos que sirven

-

que se desarrollan en orgenismog vivos. Las enzimas .
pueden también ser aisladas y utilizadas en aplica<-.’-;
ciones enaliticas, wédicas e industriales. Por ejem~

plo, encuentran utilizacidn en aplicaciones induetria-

- les pare la preyaracién dé productos alimenticios'fé¥

les como quesoro pah, y también son utilizedas en la .

preparacion de bebidas aloohdlioas. Se puedén enova=-

trar elgunes utilizaciones espeoificas en la indusfria

en la utilizaoion de enzimaa tales como en el desdo-
blamlento ) resoluoion de amznoacidoa, en la modlfica~
oidn de penioilina para formar diversos gubstratos
para la misma, la uﬁilizaclon de diversas proteaaas én
la fabricacion de queso, en el abmandamiento de car-
nes, en formulaciones detergentes, en la fabrlcaclon

de' cueros y como auxlllares dlgestlvos, la utlllzaclon

de carbonidrasas en la hldrollSls de almldon, 1nversion
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de sacarosa, 1somerlzac10n de glucosa, etc, la utl-

' lizacion de nucleaaas para el control del sabor; .0

la uxlllzaclon de oxidasas para evitar la oxidao:on &

y eh el control del color’ de‘productos allmentloios.

Estas utiliiaciones, asi como muches otres, han sido .

bien explioaaaa en la bibliografia..
Tael como se indica anter;ormente, toda vegz

que las enzimas son oomunmente solubles en agua y ge-_i
neralmante Bon. inestablee 8 inactivadae aon faoild- -

. dad, .son difioiles de retirer de 1as eoluoiones on

las que son utilizadaa para aubaiguiente nueve utili~

zaoion o 88 diffeil mantener su actividad catalltloa

durante un periodo de tiempo relativamente extenso,i~v

Desde luego, laa difioultades entes menoionadaa oondu—

‘ciran & un oosto aoreoentado onla utilizaczon de on-'

)-"\

zimas para fines oomeromalea debido a la neoesidad de -

reemplazar 00n freouenoia 1a enzima, aiando neoesario

usualmente este reemplazamiento ocon oada uso. Para

~ contrarrestar’ el alto costo de reemplazamiento, se ha

sugerido inmovilizar 0 insolubilizar 1aa enzimag an-.

_»tes de su utilizaclon. Inmovzlizando 1as enzimas me~
'diante diversos aistemas, que se indlcan eeguidamente
con mayor detalle, ‘o8 p081ble estabilizar las enzimas )
' . de - una manera relaﬁlva ¥ por 10 tanto, permltir la

nueya utilizacion de 1a enzima, que en caso contrario

-3 __‘"V
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puede experimentar inactivacion o puede perderse en
el medio de remccidn. Dichas enzimas inmovilizadas o -

insolubilizadas pueden ser eumpleadas en diversos sis-

.temés de reactores tales como columnas rellenas, reac

tores de depdsitos con agitacidn, ete., dependiendo

13

"de la naturaleza del substrato Que ge utiliza en ellos.:

En general, la inmovilizecion de las enzimas propor=-

_ciona una estabilidad embiental was favorable o mas .

auplie, un minimo de problemas de fldidos saliénﬁ%é N
de menipulacion de materiales, asi como la posibiiidaé
de sumenter la actividad de la énzima pr&piamen@e‘di_
cha. -

Tel como se indige con enterioridad, Ei’haﬂ

desoriﬁo verios métodos generales, as{ como muchas mno-

' dificaoiones de los wismos, mediente loscueles &e

‘puede efectuar la inmovillzaclon de enzimas. Un méto- ,;

do general consiste en adsorber le enzima én una su-

' perficié‘sélida tal cdmo,Apor 9iemplo, cusndo wna en-

zima tal éomp una scilase de aminodoido es adsorbida
sobre un derivado celuldsigo tal como DEAE-celulosa;
le papaina o ribonuclease es adsorbida sobre vidrio

poroso; ié catalasa es adsorbide sobre carbon vege-

taij la tripsina ‘es adsorbida sobre vidrio de cuarzo

o celulosa; lb quimotripsina es adsorbidae' sobre caoli-

nita, etc. Otro método general consiste en ocluir una
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enzima en un reticulo de géi; por ejemplo la glu-
cosg~oxidasa, ureasa, papaina,'etc., que son oclui-
das en un gel de poliaérilgmida; le acetil-colimes-
terase que es ocluida en un gel de almiddn o un po-
1iméro de giliconas 1avgiutémioo-pirﬁvicotransami-
ngee que es oclgida en wn gel de poliamida o de ace-

tato de c¢glulosa, Qto. Otre método general consiste

- en una reticulacidon mediante reactivos bifunciona-

les'y puede efectuarse en combinacidn con uno cual-

quiera de los udtodos generales de inmov1lirac1on

~ antes menoionados. Cuando se utiliza este metoeo,

los reactivos bifunclonalea 0 polifuncionales que
pueden inducir una retioulac;on intermolecular figa—
rén de modo oovalente les enzimas entre s el o0-

no tamblen a un soporte 861ido.. Bste método raede

ser ilustrado por la utilizacion de 51utarodlalde-
hido o dcldo bisdiazobenzidino-z,z'~dieulf0nioo pa-
T fijar.una enzims tal oomo pepaine a un soporte
s61ido. Todavia otro método de inmovilizer une engi-

me comprende el método de upa fijacidn covalente en

" el que enzimas tales como glucoamilesa, tripsina,

papaina, pronassa, amilaaa; glucosa~oxidasa, reniqa,
proteasa.fﬁngica, lactasa,'eto., son inwovilizadas
por fljaclon covalente 2 un materlal pollmero que es '
figado & un soportbe poroso SOlldO organico ) ;norga— j

-5 ~ -
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nico. Este método puede también ser combinado con’
los antedichos métodos de inmovilizacidn.

. Los métodos antes enumeredos ée inmoyili-
zar enzimgs poseen todos ellos algunas desventajas,

querhapén,deamereoer'su utilizeoidn eu procedimien~

 toe industriales, Por ejemplo, ouendo uns enzima

s adsorbida>directamente ‘sobze la superficie Ge un
soporte, las fuerzas de union que resulten entre
la enzima ¥y ol soporte de vehiculo son con freouena

elisa baa#ante débiles, si bien alguns referencis de -

’

" 1a téonice anterior ha indicado que g han obtenico

conjugados relativamente estahles de este tipo cuan-f-

‘do el tamaﬁo de poros del soporte y el dlanetro de

rotacion corpuscular de la ‘enzima esten correlacio-
nados. No obetante, el tamaﬁo .de poros del sOporte
no puede exceder de un dlametro de 8pTox 1madamente
L. OOO Angstroms. 4 la v1sta de esta débil union, la
enzlma es con freouanoma deaorbmda con faollided en
ls presenoia de soluciones del substrato que esté
sieﬁdélsﬁﬁétidé & tratemiento. Ademas de esto, la
enzima.puqde ser inactivada parciél 0 egtenéamente
debidd:é-su carencia de movilidad o debido & la in-
terﬁéci6n entfé .61 soporte y el 1ugér activo de la
enzima," Otro procedlmiento que puede emplearse es.

la oclusion de enzimas en retlculos de gel que se
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pusde efectuar polimerizandq una sdlucién 0 emulQ
sidén acuosa que contiene 15 forma monomera del po-‘.
1{mero y la enzima, 0 incorporando la enzima en ol
polimerq greviamenﬁe'fbrmadd mediante diversas
técnicas,Vcoﬁ frecuencie én la presencia de un agen-

Yo de vetioulacidn., SL bien @ube metodo de inmovie

' lizar engimas tiene~una'ventaga en el hecho de que

las condiciones de reaccidn utilizadas para efec-

tuar la oclusidn son usualmente suaves y que fre-'
quenteménte hay poos alteraoién o inactivacidn aet5\
la enzina, tembién tiene GQQVGntadaé'Pdr el heoﬁq?ﬁ
de que e;.qbnjdgado fieng male resistencia mecéni;;b

ca, lo ocual da como resultado une consolidacidn. - -
0 puado , SRS

. ouando s§<u¢ilizaAen oolumqgé en sistemas de oipéﬁ;

lacién-oo#%inua,‘con unq'odnsiguiente qbeﬁrucd?int
de la columna. Dichos sistemas tienen varigcioﬁés'
baétan%e'amplias en el fgmano de poros, oconduclien-
do de eaté mo@aia ﬁlg&noa tamafios de poros que Bon
suficientemenﬁe”gréndes Paﬁg’permitir la pérdida

de enzima. Ademis de ello;¥§1gunos tamefios de po-
ros puede# ser sufioientgmehie pequefios de manera
que grépdes,barreraa'de ﬁitﬁsién al transporte del
éubstrafq y délrproductovéoﬁduoirén a wn retardo

de 1a,;§acciéﬁ; ocurriendo ééto‘egpecia;mente>ouanf
do se'utilizaVun aubstratd’dé peso molecular alto.
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Las desventajas que se presentan cuando se inmovi~

llza ung enzima por reticulacidn 1ntermolecular, tal
como ya se ha hecho observar, son debldas a la ca-
rencia de movilidad con inactivacion resultante a

cause de 1a inoapaocidad de la enziwa pars adoptar

la oonfiguraoion natural necesaria para obtener unag,

actlvidad maxlma, partloularmente cuando el lugar-

activo esta impllcado en el Qrooeso de fijmoidn © )
uwnidn. ",5

Los metodos de fijaoion o union oovalente

' han enOOntrado ampllas utilizeclones y pueden ser :

" usados como ‘la unica téonica de inmovilizacion 0 co-

.....

mo una parte integrante de muchos de los metodos ya \

desoritos en los que sa emplean reaociones de ret*-

'culacion. Este método se uxlliza con frecuenoia para

£ijer lg)enzima as{ ocomo tambien sl sopqrte quianf

te unaAmoiécula intermedia bifuncional en que los

grupos funcionales de la moldouls, tales como, por

8 jemplo, gamma~amin6pr0piltrietoxisilano, son capa~

- .ces de réaocionar con radicsles fnnoionalea presen=-

tes tanto en lg enzims ¥y en un soporte poroso organi-'

Co 0 inorganico, Se han empleade de esta manera ‘una , 

“amplia variedad de reactivos y soportes y el método

tiene la ventaaa de pr0porc1onar fuertes enlaces co=-

valentes.por todo el producto conjugado asi como~una -

"'8:.-3
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gran activided en muchos casos. La union covalente

+

de la enzima con el vehiculo debe lograrse mediante -,

grupos funcionales situadas sobre la enzime que no. -

son esenciales para su actividad catalitica tales co~

mo grupos emino libres, grupos ocarboxilo, grupos hi-

droxilo, grupos fandlicos, g?upoa sulfhidrilo, etoe.
Eetos grupos funcionales regnoionardn tambida con

una amplie veriedad de otroa grupos funolonales ta-

les como grupos aldehido, isocianato, acilo, diazo,'

azldo, anhidro, €ster aotiVado, etc., pare produclr

enlaces oovalentes. No obstante, este método tiene '

oon frecuencia muchas desventajas que implican reacw-

cionantes y disolventes costosos, asi como tambiéa-

soportes porosos espebialeS'y oostosos y métodos com-

plicados ‘de wiltiples etapas, que hacen antiecondmi-

cale comercial.

Le téonioa anterior eetd por lo tanto ve=
pleta de diversoa'metodoq p@ra inmoviligar enzimas,
log ouales, sin embargo, fallen de muchas maneras
en ounplir los requisitos de wna utilizaoién indue~

trlal. No obstante, tal como 86 descrihmra seguida~

de la técnica anterior cbmprénde la composicion de

co.al método de preparecidn para su utilizacidn a es-

mente con mayor detalle, ninguna de las composiclones

materia del presente invento que constituye un sopor=-

-9-
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e poroso inorganico que contiene un material poli-

mard'formado "in situ" a partir de un mondmero o un :
pbliﬁero prevismente fbrmado, de origén.natural:b
ainmétioo,:que este ocluido y tambidn adsorbido en
parte deﬁfro de los poros de dicho soporte y que con=
tiene grupos colgentes, funcionalizados, gle se ex-
tie,nde;n desde ellos; siendo la enzimg paroialmente
adsorbide junto a la matriz y también unids eovalente~
mente éon~los radicaléé'activoa en o édyacentemenfefé-
poroibnes terminales de los grupos colgantes, perﬁi:.
tiendo de este modo la libertad de movimientos ng;ﬁéé ,
rd posible gqu¢ le enzime e jerza une actividad méiiﬁa,

Por ejemplo, le patente de los Estados Unidos nimero |,

3.556.945 ge refiere & cuerpos compueetos»snzimétidbs' :

en los cwales la enzime esta.adsorbida directamenté '

junto & un soporte o vehfculo inorzdnico tal coma Vi~
drio. Le patente de los Estados Unidos numero V
3.519.538 conoierne a cuerpos compusstos enzimaticos

en los cuales las enzimas estan acopladas quimicamen=

- %e, medlante un agente de acoplamiento de silado in-

termedio, con un soporte inorganico. De manera simi-

" lar, la patente de los Egtados Unidos numero 3.783;101 -

utiliza tembién un éuerpo compuesto de organosilano

como agente de unidn, siendo acoplada la enzima co=-

- valentemente con un soporte de vidfio por'medio de

-~ 10 -
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‘un agente de acoplamiento de silano intermedio, sien-

do fijada al soporte la poréién de silicona del agen-

te de acoplamiento, mientras que la porcion organica

del agente de acop;amrent9 es acoplada con la enzima,

conteniendo la composicidn un dxido metdlico sobre

-le superficie del soporte dispussto entre el moporte

o vehiculo y la poreidn de silicona del agente de
acoplamiento. En la patente de los Estados Unidos
nimero 3.821.083 el soporte o vehiculo inerte es ze=~

cubisrto con un polimero préviamente formado tal co-

w0 poliacroleina que tidne unido con €1 una enzima;

No obstante, 8e acuerdo con 1a meyor parite de losb
eJemplos indicados en la patente, es neoesarlo prime-

ro hidrolizar en medio doido el cuerpo oompuesto an-

teg de depositar la enzima sobre el polimero. Otra

patente de la taanioa anterior. & saber la patenta

de los Estados Unidos 3.705.084 deseribe un reactor
macroporoso con enzima en ai cual una enzime es ad-
sorbida sobre 1a‘auperficie'polimera de un ndocleo de
reactor macroporoso y despuds de ello es reticulada

en ol mismo luger de reaccidn. Retioulando las enzi-

_ mas sobre la superficie polimera después de adsor-

clon de ellas, lg enzima es inmovillzada adlc;onal-
mente en parte ¥y no puede actuar libremente oomo en

su estado original en calidad QG catallzador. Lg re~

ticulacidn de enzimes las une en efecto entre si,

-1l =
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impidieﬁdo de este modo un movimiento libre de la

‘enzima y disminuye la movilidad de la enzima, que

- 88 un requisito previo nece¢sario para obtener una

mekime setividad. .

d ¢

Este invento se refiere & nuevas cob@déi- .

oioneg d¢ materis que oomprenden conjugados da ‘enzi-

- mes inmovilizadas. lids espeeificamentg, el jnvenho

ooncierne & nuevas composiciones de mgteriam que com=

siete en wna matriz organica~inorydnics que qéﬁébiw'
tuye uﬁ matarial de soporte poroso inorgdnioq g&é
contienq un material poli{mero orgdnico quelha“s;éo
formédo_"in situ" a partir de un monﬁmero, un poli-' .
mero hié_l:i*élizado, o un polimerc previemente formado,
de origen natural o sintético, porvreaodién con un
honémeréfbifunoionél que'pohﬁiene radicales reactives §
apropiédés.-DiQho matérial pb;iﬁéro estéftéhﬁb oqluidb :
oomo adsorbido en loé.poros del antedicho material :
de soporte, y ademds estd provisto con grupos col= :

ganteé funcionalizados que ge extienden desde él, e~

tando coloocados los radicales,funoionaies<en o ad-

'yécentes e las porciones términalaa'del mismo, y una

enzima que a’'la vez ests unidas covalentemente -con
dichos grupos colgantes funcionalizados y también es-

té adsorbida en parte sobre la matriz orgénica-inor-

=12 -
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Tal como 5@ 1nd;l.ca anter:.ormen‘te, la uth,

llzaclon de enzlmas en aplicaclones analmtlcas, menl'
dlcas 0 industrlalea puede ser acrecentada grande—

»l‘mente sl tales enzimas e, encuentran en un estauo

inmovilizado, as aeoir que diahas enzimas por eetar

.en cambinaoién qgn otraa materialea solidoa, estan
8 su vez da nn esﬁado en el qug e son aolubles en
agua y pnr lo tanto pueden aar sometidas K-} utiliza~ L

. oidn repetmda al tiempo que mantmenen la aotivadad

catalitioa de tal anzima. Gon el fin de eatar pre-.-

sentes en: un eatado inmovilizado, lag enzimae ‘deban

ser unidae o fijadas de alguna manera con un goporte Lo

insolv.ble en a.gua, siendo de este modo utilizables

viﬁn.estado tio- soluble .en ague.

Por’lo‘ anto, un objato de este invento

os’ orear nuevai,oomposioiOnes de materia en las oua-.

1ea esten preeentes enzimas en un eetado inmoviliza- '

- 1""'?‘_14‘ R

do.

OtrO“Objeto de este invento es crear com-

’ posioionea de *ateria en laa cualea une enzima esté

.:a la vez adsorbida sobre una matriz organica-inorga-;

.nioa ¥ unida oovalentemente con grupos colgantes -

:este fijada a dicha matriz que, 8.

' a su vez, este tambien adsorbida y ocluida en los

e UL
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" poros del material de SOporte pOTO80 1norganico.

En un’ aspecto, une forms de reallza01on.'i

‘de este 1nvento consiste en un congu&ado de enzime,

inmovilizada que comprende ung matriz organlca-lnor-

ganioa oombinada que’ oonsiste en un goporte poroso -

11  inorsanioo que’ contiene un material polimero o“sagi*

0o adsorbido y ooluldo gn los poros de dicho sopor-

 te, conteniendo dicho material polimero grupos cel—

. gantes funoxonalizados, ¥ una enzima adsorbids jito

a dioha matriz ¥ wnide oovalentemente con los radi-

' - .ocales funaionalas de dlohos grapos oolgantes de 81-

gho materlal polimero organioo en o adyaoenuemente

a-las’ porclones terminales del mismo.

"f?i Una forma de realizaoion esPeclfloa de es-;" ;_
T ;'te invento 86 enouentra en i OOnJugado de enzima’ - .
’ff?inmovilizada que eomprende una matriz organioa—inor—ij'
,?ganiea que oonsiste en un aoporte de ailice-alumina S

' poroso, - de ‘baje densidad aparlnte, oen superfiaie |
A-Jespeoifloa relativamente alta, que puede contener :

“tamtien aditivos inorganlcos Yy un material polimero‘

. en los poros dg dlcha 511ice—alumina, v une enzima -
i que oomprende glucoamllasa que esta unida covalente~z;}w

mente con 105 grupos colga.n‘tes de glu’t&r&ldehido del ' E

e

Min 31tu" qus esta adsorbldo asi como tamblen ocluldo N

e
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en parte sobre la matriz..

X | L
material polimero en o adyaoentemente & la porcion

termznal de dichos gTupos y tambien esta adsorbida

o

14

Otroa objetoa y formas de reallzacion sa
enoontraran en 1g ai@uiante desoripoion detallada

adioionalmente dal pranente invento,
Tal ocomo B6 indica aqui anteriormente, 6l

presente invento conoierne a conuusados de enzimaa

'inmovilizadas que oomprenden wng, matriz organicaainor— '

ganioa OOmbinada que oonaista en un material de ss-'
porte poroso inorganioo que oontiene un material po-
1{mero orsanico adsorbido y ooluido en los poros de.

dicho 50porte poroso inorganioo. Ademgs, el material

'polimero oontendra gruUpos colgantes, teniendo diohos

grupos colgantes una enzima que esta unide oovalenw

- temente oon diohoa grupoa en o adyacentemenwe a laa

 , porciones terminalea de los mismos ¥, ademés,- dicha

enzime, eata tambien parcialmente adsorbida sobre di-
che matriz. A-diferenoia de 1ae compoeiciones de ma=-
teria que oontienen enzimaa inmovilizadaa, tal oomo

se menclonan en la teonioa anterior, las oompoaiciones
de materia de’ este invento pueden ser preparadas utd~
lizando reaccionantes relativamente baratos as{ ocomo
tambien utilizando Operaciones massnmples en el meto—

do para»preparar tales composiolones. Ademas, la re-
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sistencia mecdnica y la estabilidad de los conjﬁga—
dos dé‘enzimas del presente invento seran mayores
que la Que son poseidas por las enzimas ipmoviliza—
dasldé‘ia~técnica anterior. Por lo tanto, es eviden~-

te. oon faomlidad gue las composchones de marecla<

. del presente invento poseen ventajas eoonommoas gue

son u#iles pare, aplioaclones industrlales. AR
~Las oomposmoionea de materla del pfésenta
1nvan¢o pueden ger preparades de une mauers :eiatl-
amente aimple. En el metqdo preferido de prepara-
ciqn, el material de soPopta poroso inoraanloo seré
tratado Gon una solucién;'preféribiemente de:réfura- '
leza acuosa, de un monomero blfunclonal o pollfun-'
clonal, un hidrolizado de polimero o un polzmero »

previamente formado, GGSpues de lo oual la soluoion

no adsorbida es eliminada por oualquier metodo cono-

'cido en la teonioa tal como evacua01on, eto. Tambien
;_se considera que pueden utilizarse otros disolventea

| organicos baratos tales como aOGtona: tetrahldrofu~ i:

rano,_eto., como el soporte pare 1os monomerua o po- o

'-1£meros antes menoionadoa. Deapues de 1a elimina=
'cion de 1a golucidn no adsorbida, el SOporte poroso

humedo o8 puesto en contacto luego con un exceso

-

' relativamente grande de o a 20ﬁ en woles de un se-

~fgundo monomero bifunclonal en el que los grupos reac-'v

L S16 -
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tlvos estan separados preferlblemente por una cadena
que contiene de 4 a 10 atomos de oarbono, siendo tanm-

bien‘aﬁadido egte segundo monéméro bifuncional en

una solucicn acuosa,-con lo cusl se formars une ma-

" triz polimera que a la vez estd adsorbida y oclufﬁé

en loe poros del soporte, y desde 1m ocual se' extende-
Tén grupos colganter’ del segundo monémnro. Estoé-éfuw
pos colgantes contendran radicales funoionales 31n

reacoionar debido al hecho de que se habla empleado

‘una cantldad en exceso del . segundo monomero bifuncio- '

nal para tratar el soporte._Los‘radiQales funclgngu
les sin reaccionar estdn entonces diSpoﬁibles péra’
unirse cdvalentementg con la énzima, que es afiadida
a le matriz orgénioa—inorgén;6§ resultanﬁe, asimismq“
usualmenté;en ungfsblucién.éauosa.‘Déspués de élimi-

naoidn de 1os-matefiales sin resocionar por eaemplo'

por tratemiento, lavado, etéf, le enzima, ademds de

- estar unide covalentémentelobn los grupos funcioneli-

zados colgantes*eﬁ‘o adyecenteente & las porciones

,term;nalea da los milsmos, estara tambien en par%e ad-

sorbida a 1a matrlz. Por lo tanto es evidente con fom
cilidad que todo el método’ de,inmoviligac;on e puede
realizar éé una manéra simple y terate utilizando un
medio disolvenxe aeuoso o barato, siendo realizado el

pnoeedmmiento a lo largo de una diferencia de tempera—

=17 -



."turas’Quefpuede oscilar desgde menos de’la ambientef'

r

'i(aproximadamente 5e¢) hasta temperaturas elevadas .de g

'i_aproximadamente 6090, ¥ prefermblemente a la tempera-,:'

100

rdos en 1a teonica anterior eepeoifioan materiales -gon

tura ambiente (alrededor de 20-2590), efectuandosa; .

'A:ffﬂioho prooedimiento oon utiliaaoion de’ un winimo - oev
"~ operaciones de tratamiento ¥ permitiendo adonds’ung
' ;.facil recuperaoion de 1os reaocionantaa en excesO*y

- . de 1a oomposioion de materia terminada. ;f~¥ =

P~

Muchos de Los’ sOportes inorganieos meuciona-

3 «

af*f"poros oontrolados“ tales oomo vidrio, elumina, eto.,'f'“

BN

F'mallas 40'80‘ Adem&ﬂs estoa soportes pueden sstar T~ ;ffL.

‘jquue tienen un diametro de poros de 1500 a 700 AngstrOms f
" pare aproximadamenxe 96% dql material v un didnetro”
.”fimaximo de poros de l 000 Angatroms, una Superfiole ea- f

fpeoifioa de 40~70 w /é v P&rtioulas eon wn tamaﬁo de o

}-‘l'oubiarﬁoa oon oxidos metaliooa, talea ooma oxido de

" giveonio ; y oxido de titanio pere tener una, mayor es-"

'}?tabilidad. A diferencia de estos aoportes, B0 consi—'-i*'~

j,;'dera dentro del aloanoe de este invento que los eopor- -

Vir”ltes porosos inorganioos, que se. uﬁilizan en el, ons- - o

tituiran materiales que poseen diametros de poros que

';osoilan qptre 100 Angstroms y 55. 000 Angstroms pose- SR
»'.yendo hasta un 25-60 del material de soporte poroeo ﬂ'.

'unos poroa oon diametros superlores a 20. OOO Angstroms ;iié
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y superficles eSpeciflcas que oscilan entre 150 y

200 mz/é. El tamaﬁo de particulas puede verisr tam- -

' bzen 8 lo largo de un amplio margen &e desde mallas

10 - 20 hasta un polvo fino, dependiendo d;oho tana~

 flo de partioulas del aisﬁema perticular en que estasf

han de ey utilizadaa. B oonsidara tambien que 109

_-.materiales de - soporte parcﬁga puedan catar reoubier~,
o8 oon diversoa oxidos del tipp mencionado aqui ponr
_vanterioridad 0 pueden tener inoorporaGOS»en ellos '

~otres divereos materiales inorsaniooe d;ﬁerentes ta~

les como fosfato de boro, eto., comunioando estos na-

fﬁterialee inorSanioos propiedadea eSpeciales al mate-~ L

rigl de Boporte. Una forma partioularmente util del

':_soporte oonstituira un ouerpo cerammoo que puede te~

' ner ol tipo de poroaidad aqui desorito para materia-

les del presente inwento, o puede estar alveolado

con oanales coneotadores de gran tamaﬁo & lo largo

de su masa, siendo oonooidoe diohoa materiales comin= ‘7

menta como monolitoa, y que puede estar vecubierto -

) oon diversos tipos de alumina, xido de giroonio,

fArporosos, eto- La. utilizacién de tal tipo de soporte
.;tiene la ventaja partioular de permitir la libre cir- .‘_f
 -ou1acion de substratos incluso altamente viscosos,

que con frecuencla aparecen en reacclones comerciales .

catalizadas con enzlmas. zn;“-

-19-
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.Los materiales de soporte porosos inofgénicos

" que se ubtilizan como un componente de la matriz organi-
' ca-inorzénice combinada, incluirdn ciertos dxidos metd-
.lico® teles como alimina y particulermente gamme~alumi-

- na, sf{lice, dxido de zirconio, o mezclas de 1osf§xidos

metdliocos, ‘tales oomo silioeralﬁmina,Veilice-éxi&&}de

- wirconio, gilice-magnesia, silice~0xido de zireaﬁib—alﬁ—~'

v

) mina, eto., 0 gamme~aluming que eontiene otros compues-

"tos inorganioos tales coumo fosfato de boro 8t0y. -cuer=

M

poBE oeramiqoe, eto., ael ¢omo tambidn oombznacmones dal

. material entes mencionade, constituyendo el Sope“te wno

.- v

de d;ohos,materiales que puede servir como un recubrl-

: mientq pare otro meterial. . _ K

. “Los materiales polimeros que son formados

"in situ" de menera tal que el materlal pollmero este

a la vez adsorb;do parolalmente v ocluido parclalmente-

an los poroe del EOporte inorgdnico del tipo antes men- -

. oionado, ae pueden produoir de aonerdo ocn los métodos
' generalee desorltos aqui con anterioridad, es decir

 primero adsorbiendo ung soluclop que contiene de 2a

25% de un mondmero bifupcional o polifuncionel, un hi-
drolizadofgblimero'o un po;imerq previamente formado,
piendo elimonémero'b el polimero de origen sintético o

natural, y siendo preferiblemente sbiublea en agua 0

-en otros disolventés'que son inertes para las reaccio- -

- 20 -
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nes subsiguientemente empleadas. Tal como se indica

aqui con aﬁxerioridad, esta considerado dentro del al<
cance dé_esée invento que un}segundo monégero bifun-
cional es‘éﬁadido luego de manera similar paraiformar
uns, matrizHOrgénioa~inorgénica por reaccidn con eixédif
tivo original adsorbido sobre el soportas inorganloo. _ |

Los grupos runcionales que ¢atén pressntes aobre el

‘ mondmero bifunoional comprenderan redicales reactivos

-

‘bien conooldos tales como radicales amlino, hidroxilo,
~.carboxi, tiol, carbonilo, etec. Tal como se indicq tam-
" pidn aqul ocon enterioridad, los ErUpos regotivos de

Tos oompuéstoé-bifunoionales estdn separados preféri-'

bleménta, ﬁgro no neoesariaménte, por cadenas gque oonfh',
tienen de 4'a 10 atomos de cerbono. Los radicalas ‘reac-
tivoe gon capaces de uniree de modo covalente con 1os CE
aditivos inicieles y subaiguientemente, despuds de eli=
niney por 1avado materialee no reaocionados, oon-la |
enzima que ha ‘de ser afiadide en una Operacion eubsi-

guiente, eiendo entonoes dioha enzima unideg covalente-'

mente oon al srupO‘funcional enAo adyaoentemante a la

',poroion terminal de la oadena funcional ael oomo tamw

bien eimultansamente adsorbido eobre 1a mabriz. Des-' o

‘}pues de adicion ‘de’ la enzima a esta composmclon, se .
.;-produc:l.ra un con;jugado de enzima relatlva.mente estable

) que posee alta aotlvidad y alta establlldad Ademas, -

21 -
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' ~traetilenpentamina, pentaetilenhaxamlna, hexametilen—

.‘.‘-':.. 2_5 R

>'_ ventaaas anﬁerlormente enumeradas, por el hecho de”’

_:parclalmente hidrolmzados, y polimeros previamente

 1a comp081clon de materla del presente invento posee’

también aprec1able versatilidad ademas de 1as otras :

L

que puede ser empleada para praparar conjugados en

4-?3.1a ausenoia de un 90porte mnorganico, loe cuales son‘_

uolublun nn medios aaieon o an madios aloaiinoa‘ el

‘como 80 indieara geguidamente gan maypr detallgfﬁde-
‘L pendiendo de 1os reaoqionanxes empleadog,.los conauga—.'
'°5.ﬂdoe retendran su establlidad en diohoa medios oaando

sean preparados en oombinaoion oon el aoporte inorga- - ‘

P PN

nico de aouerdo con los prooedimzentos indicados en

la tecnioa anterior. Por poseer estas propiedades,

' ]ee posible ampliar las utilizacionee para 1as que se

' pueden emplear estos oonaugadoe._

Ejemploa espeoifzcos de monomeros bifunoio- ifu_

A nales 0 polifuncionales, hidrolizados polimeros 0o po-
: limeﬁos previamente formados que pueden estar adsor- .
: 1bldos inio;almente sobre el soporte inorganlco in-"

o ,oluiran poliaminas aolublea en agua tales como etilen-ffz

'diamina, dietilentriamina, trietilentetramina, ta-f -

Lgldlamina, polletilenlmlna, eto.; pollaminas insolubles; _"
- ,en agua tales como metllendleiclohexilamina, metilan- ‘

 "dian1lina, etc., polimeros naturalea y sinteticos'"
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- formados tales como nylon, colageno, poliacroleina,

polianhfdrido maleico, scide alginico, hidrolizado de
caseina, gelatina, etc. Algunos 8 jemplos esp601f1003-
de materlales bifuncionales 1ntermedlos que pueden

ger aﬁadidos & loe productoe antes enumerados para ..

“produsir une madriz orgénica~inorgdnics y que poseen

las qaracteristicas negesapias indicadas aqui como
anferioridad,'inoluyen éompuestoé tales como g;dtaro-
dialdehido, oloruro de adipoilo, olorurd de se?aééklo,
tolueﬁodiisooianato, hexametilenodiisdoianato, é{é.'
Se observard Que oﬁando una polietilenamina’de;%%po
aqui indiocado con anterioridad es hecha reaoci;ﬁaf
con glutarodialdehido en la ausencla de un sopor%e !
poroeo inorganioo, 8o obtiane un meterial soluble
acido aouoso, mientrae que ouando une, polietllenaml-A

na es hecha reaooionar con un diisocienato o un helo- :

genuro de aoilo, se obtiens un produoﬁo insoluble

en agua. Inversamente, 8l un oomplejo de reaccidn

gin el soporte inorganico contiane grupos oarboxilo

libree, ge puede obbener un complejo soluble alcali~ ,

_ no. Debldo al gran exoeso de moleoulas bifunoionales

intermedias, 0 dlstanoiadoras, que =e utllizan, le.

"matrlz polimera que se forma contendrs grupos colgan~ ':
} ;tes que comprenden 1as molecg;as distanciadoras, ex-

-‘tendiendose dichas moleculas desde la matriz ¥ tenlen~_:
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-~ do radicales reactlvos dlsponlbles en o adjacentemen-:

te a las porclones termlnales de las mlqmas que son
capaces de reacclonar conia’ en21ma,y de flaarla a -

las moleoulas dlstan01adoras madiante enlaces dova-

B

lentes, Aﬂemas, 1a enzima, ouando &8 empleada de%nues'

de que 108 reaooionanhea que no han reaocionado h&yan E

- gido retiraaos de la matriz organioauinorganioa 'poT o

1avado, axperimentara tambian aimultanaamente adsor- |

-

cion en parte oon dicha matriz. E htho de fi’sr 1a

enzime solamente a ‘1a matriz organioa no afecta*a

'usualmente a la dependenoia de la solubilidad del aglo-

merado con respecto del pH de 1a soluclon, pero cuan- .

.do el 50por¢e inorganlco es incluldo tal como se. des-'-'
’  1 ,cribe aqul oon anterioridad, el conjugado total ex-'f'

" hibe alta eatabilidad & 10 largo de un mergen da pH

ralativamente amplio de 3 a 9, aiendo tamblen, desde .

luego, la estabmlidad une funolon de las oaracteris—

r'_ticas Optimas de pH de la enzima partioulaz empleada

asi como tamblen del soPorte inorganmco utilizado.

Por lo tanto, 68 evidenwa oon faoilidad que se formara

una matriz organioa-inorganioa apropiada que gee apli-
_cable en muchos cas0s oon el mater;al de sopor%e ad~
'sorblendo uno cualquiera del. tlpo de materlales des— E
critcs aqul con anterlorldad que son conocldos en la ';

. tecn1ea, y luego sera tratada con cualquler molecula 7

m2g s
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bifﬁncioﬁal que también sea conocida en la téqnica

y sea funcionalizada de modo apr0p1ado parsa reacc1onar ’

con ol adltlvo original, ocon tal que se utllice un

:Vexéeso suficientemente grande de la molécula b*fun—
' 'oional para prOporoionar grupos colgentes que sean
',.oapaaea da raacoionar subsigulentemente oon la. enuima
1_ que 8o desea ianViiizar. Util;zando gptos grupps oolv
5antea fgncionales oomo un lugar de fijaomdn para las -f
enzimas, asto permltira que laa enzimas tengan una

| mayor movilidad y permitira por o tanto que la ac-'

tividad catalitioa de la enzima peruanezcs. en w al—

o nivel por un periodo de tiempo relativamente mas o

'aido inmovillzada por oualquiera de los otros meto-

Yo obstante, 10 todas les formulaoionss produoiran
T resultados equivalentea en tarminOS de estabmlidad

'9ffo de actividad.

PN

1izadas por una reaooion de union oovalente y que

R

2 1argo que el que se alcanzara cuando la enzima haya o

AN

”QEjemplos de. enzimas que pueden ser inmovi— r

’ j contienen un grupo amlno oapaz de reacclonar con un - .-

fdos tales como ocluslon en un retloulo de gel, adaor- ~i7-

o la enzima por medio de reaotivos bifunclonales, etc._iu;i;

o radical aldehidlco o isocianato del grupo colgante i~“§i7?

';V'252f1'w3 aiiljado g un material pollmero ooluldo y ad-..if;.



{;'sorbldo dentro de los poros de un materlal de sopor-

- te poroso, inclulran trmpszﬁa, papalna, hexoquinase, .

i'be'l:a-wgza,la.c'l:oes:Lda.sev., fmcina‘ bromelalna, deshldrasenasa

‘J_'lactmca, glucoamllasa, quimotripsina, pronasa, arilar

o]
's')“

" say invertasa, amilaaa, gluooaa—oxidasa, pepslna, re-

. ;;inina, proteasa fun@ioa. ato* En aenaral, puedé u@mli~

e '!

 zarse cualquier enzima- cuyo lﬁSar activo no eshd fo-

Y

’ plmcado en la union oovalente. Si bien la diseuelén‘

AR

’:'antes menozonada se centraba en grapos colgantes que

‘*-»5" .

S oontenian oomo un radioal fundional situado sobre

B ellos un grupo aldehidico'o isocianato, tambien~eata

| ~iﬁlconsiderado dentro del alcanoe de. este invento que 91
”’7,grupo colgante puede contener otros radlcales funcio- i
. ‘D?ffnales oapaces de reaooionar con radlcales carboxio |

:"5l aulfhidrllo u otroa, usualmente presentes en enzimas.

"5~fNo obstante, la union oovalenwe de enzimas qué oontig-

4nen estos otros radicales con‘otros grupos colgantes

"1jpuede no realizarae neoesariamante con resultadoa o

‘VVHi;equivalentaa,;ifpuade implioér tambien costos apreoia- -

SR blemente mayoreafpara preparar'oompuestos in¢ermedios.:‘~

f,’-Ha de entenderae que 1s enumefaoion antes wencionada

de 50portes solidos porosos,ﬂmonomeros, hidrolizados,

pollmeros y enzimas, o5 solo_répresentaxiva oe lag

ls,dlversas olases de compuestos:que pueden utilizarse, fA




s lo 'V e f‘

oeaariamente a ellos.

La preparaozon de las oomposlolones de nate— -

"ria del presante invento ge 'efectia preferiblemente en

L}

‘ 'una operaoion de tlpo dlsoontmnuo tel oomo ya we“ha
; descrito oon anterioridad oon detalne, 8l bien esta
_voonaiderado tambien dentro del aloanoe de esta invento'w
- .que la formacidn de la composici¢n de materia. verninas
jtlda puede efeotuarse tambien en un modo de trakajo aone
h5tinuo. Guando g8 utiliza un trabajo de %ipo contimao,
“jfuna oantidad dal material de sopox*e aolido porcuo ea .
T;‘fcolooada en un aparato aprOpiado, que ulualmente conge
f 1tituya una oolumna. El materlal de soporte sglido po-' 

e .roso puede estar en eualquier forma deseada, tal como :

"r-,fpolvo, granulos, monolitos, etc., Yy es cargado en la

e ee puasta en oontacto 1uego oon el 50porte aaturado.-} ?:

| ”»Als.f‘f” ;oo1umna, deapuas de lo oual wna, soluoion preferiblemen-{i
| '?;fte aouoaa, por ejemplo de -una amlna polifuncional, es |
|  fpueata o1l contaoto oon el 90porte poroso hasta que ‘es- ;
.5 };te ultimo aate saturado con la goluoidn de amina. '

‘;hq\el exoeao es luego evacuado. Una moleoula bifunoional

distanciadora ) inxermedma, tal como glutarodialdehido,v}

" vaor lo tanto, la formaoion de la matriz pollmera 80

3.

~"efeotua en un,aistema aouoso, efectuandose dlcha reac—'ﬁ'

o cion;'urante un’ perlodo de- tiempo que puede osoilar en ”.

’-l25;:ﬂ5§7iunaAduracion de 1 a 10 horas, pero que usualmente es
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de corta duracidn. Después de eliminhar el glutaro- .
'dialdehido en exceso por evabuacién y separacién por .

~: lavado de cualeSQuiera materlales solubles en azua.y

que no hayan reaccionado, lo oual en el caso de, ung

‘ oA

,poliamina se efectua preferiblemente con una soluélon_

I T T

tampon que posea un pH de aproximadamente 4, una ;olu—

cion acuosa-de la’ enz;ma es pueata en oontaoto o rem

‘ynn

oirculaeds & traves de la eolumna, efeotuando epta ope-

4“n-\1

racion una wnion covalente de dloha enzima con. les ]

ﬁ,qa

"grupos alaahld;oos terminales de las. moldoulas .oolgan

'5

tes funcionallzadas que ge extienden desde la matrlz.

-c"ﬁ

Esto ocurre hasta que ya no hay mas adsorclon flSlQa :
- y/b unlon covalente de la en21ma con la matriz orga—

o nioa—inor anica y moleculas colgantes. Lea, enzima en

exceso a8 recuparada en el fluido sallenta uesoues de

evaouar y lavar la columna. Por lo tanto ‘1g columna

esta dlspuesta para utllizarse en reacoiones quimicas

H

‘en las ouales ha de tener lugar elafecto catalmtlco

RIS

'de lg enzima. Los mstodos se realizan en su mayor par~ -
:—_te dentro de los parametros de tiempo, bemperatura Y
fconcentracion aqul deaoritos oon anteriorldad en el
lmetodo de tipo dlsconﬁlnuo, y daran ¢omo resultado
'.compleaos de enzimas- inmov1lizadaa comparables. Tambien
.1 esta considerado dentro del alcance de este invento .

el | hecho de que con modiflcaciones aproplaaas de los
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DR puesto de silice-alumina poroso que conﬁenia fosfato .

| madores de polimeros, y de enzimas. . :;

parametros de pH y de temperatura, que resuluaran

evidentes para los expertos en la materla, los proce—.
b dimmentos pueden ser aplmcaaos a una amplia variedad

de soportes porosos inorganlcos, de reacclonantes for-

< v4_

»L,; Lea sisuientaa edemplos estan dados oon Ll

'nas de ilustracion de las nuevaa composiclones de na-

AUV S

. teria del presente invento y de metodoa para préparar
las mismas. No obatante, estos ejemploa se dan”’ méra-
7'mente con fines de. ilustraclon y ha de entanderse que -

B el presenme invento no estg neoesarlamente lim;tado

V_'a ellos..,

LJLNPLO S .

En este eJemplo, 2 gramos de un cuerpo com~

- . de boro inoorporado an él, oon un tamano de partlculasj,f~

;'“'  de mallas 40-60, un’ dlametro de poros que oscllaba on- -

laéﬁfi;

) "ﬁ';-tre aproximadamente 100 y aproximadamente 55, OOO
‘:. gb . ;,ﬁAngatroms y una euperfioie esPec{fioa de aproximada- a
' 'ﬂimente 150~200 ma/g, fueron utllizados en oalidad del B
"iﬂ}sopor¢e inor anico para la nueva composicion de mate-
J_iria del presente invento. Este 30porta fue calcinado o

) une temperatura de aproximadamente 26090 para ell-"'

hiner Guslquier cantidad de humedad adsorb1dq conteni~

V " T 29 -V,;:-



"da en el. Despues de ello el soporte fue tratado con

1 25. nl de una solueidn acuosa al 4% de tetraetllenpenpi:

'jL;‘ :itamlna e la temperatura ambiente durante un perxodu .

- de .1 hora en vaoio, para faoilitar le penetracion de

4 '\1

: 1 la soluclon dentro de los poros del soporte. Luego, la |

~' zo1uoion no adsorbidu sn exoaso fue dacantada, pabienw.

At

~do sido adsqvbido aprqximadamgnt@ 35n de ;g tetggeti—

LI

| lenpentamina dentrq da lgs poros del aopor«a. Desguas :

AR LY o

'-’ga esto, el soporte humedo fue tratado .oon. 25 ml de T

“-,'3

;ﬁ: . ung, solucion acuosa al 5% de glutarodlaldehido 8 la ,i'

- ‘temperatura ‘ambiente y tuvo 1ugar una reaccion onsl

g ?,flos poros del soporte. Le solucion de glutarodialdehi— o

..5

1"'('

L inmediata con la formaoion de un producto de reacoion B

h insoluble tanto sobre la auperficie como dentro de

T do en exoeso Zue 1uego decantada y el oomplejo organi-f"f“

’“”-?,no reaocionados y no adsorbidos, efectuandose dicho

' o-inorganioo fue lavado para eliminar reaocionantes

- lavado primsro oon agua seguido por lavado con une so-;i ;i

'[-V;Jluoion tampon de'aﬁetato 0 02 molar qua poseia un . pH

T de 42y, efeotuandose ia Operaoion de lavado a une

7i“j;itemperatura de 4590. DeSpues de ello se aftadid una so-“-;ﬁ

;f'lucion de enzima que contenia aproximadamente 200 mg

“de glucoamilasa por 25 ml de agua, v se la deao reac=

o clonar con el cuerpo oompuesto a 1a temperatura ambien— :

:} te durante un perlodo de 1 hora. Al flnal de este pe-t_'~.
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t‘rfodo de 1 nora, la ‘solucidn de glucpamllasa en ex-
'ceso fue decantada v el oonaugado de enzima fue la—n
'vado oon agua para eliminar cualquler enzzma no fa-

.:fgaﬁa y/b no adsorbide. Tuego la composicidn fue li-

- v

xiviads durante un perfodo de 24 horas con ung Bolu-

ERPTN

" otén tampén de agetuto similer o la deaOrita aqui

oon gqterigrldad La ‘gentidad de qnaima adaorbida

y/b unida oovalen$emente fue determinada por micro~

v ede

- analisis por oromatografia gaseosa Dumas tanto -an-
"‘tee oomo después de adioion de la enaima. Luego 88
'determino la actividad del qonjugado de enzima me~'
‘f'diante la ‘cantidad de glucosa produaida utilizando : 
" ina solucion de almiddn diluida al 30% en calidad f
-'de substrato a un pH de 4 2ya 6090, y empleando el
:metodo de glucostato de WOrthington para anallzar

'w>g1ucosa, siando oonsiderado eate ultimo como- el meto- ;

do mas digno de oonfianza para determinar la. uﬁili- B

. _.5fdad del produoto oondugado. Se obtuvo por este meto--f;*
a0 una actividad de 28 unidades por aramo de sopor-

?Vte oon una carga de enzima de 29 wg/g de soPorte

(repreeantando une, unidad la producoion de 1 gramo -

ide glucosa por hora a 6090 de aouerdo con las especi-
'-fioaciones de analisis) Se obserVara que & pesar 7
'  'de la conoczda solubllidad a pH de 4 2 del congugado

_25"A*'A'de enzima cuando se prepara en la ausencma de un so=~- ’

il




: "n. '10,30. Ests ouerpo oompuesto de ailice-alumina que

;fluldo sallenxe de este tratam;ento. -_" A

' porte'inorgénico, se pfodujb uha despreciable perdi-
 de de en21ma desde el complego 1norgan1co-organlco
’combinado durante 1a 11x1V1acion con 1a soluclonvtam-

'Vpon de pH 442 Egt0 fue demostrado anallzandoqelﬁ

—,«vs

. BJEGFIO IL *?‘rié S R

En esta ejemplq ‘86 siguio el metodo del"

}‘14‘14

EJemplo I con la exoepoion de que 8l EOporte uoroso

Vinorganico tenia un tamaﬂo de part{qulas de mallas

'7'1,” -

o contenia fosfato de boro inoorporado en 41 fud t;ata;
‘f,q do con tetraetilenpentamina, gluxarodlaldehido y glu-._,%ﬁ
rrfcoamllaea ae una manera Bimilar a 1a indicada aqui N
"FH oon anterioridad. Se obtuvo un compleao de enzima

';:!; inmov;lizada, activo, aunque probablemente se produce, 3

una actividad disminu{da a. oa,v.sa de un problema. de -

"difueion, debido al mayor tamaﬁo de particulae del

‘ 'cuerpo oompuesto.w= p f312;;%'

¥ EMPLO i I R

De una manera similar 8 la indicada en el

fEaemplo I anterLOr, 2 gramos de un cusrpo compuesto

*de silioe-alumlna tu posela 1as mismas caracteristi—

as flSlcas de tamaﬁo de partlculas, diametro de po-

R = TR . Lo R PR
R S N e PR .
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‘ros y superflcle especlfica que se 1ndlcan en el

1

Ejemplo I, fueron tratados con una eoluclon en aceto--

AAna de tetraetllenpentamlna ¥ seguido por une solwcidn

de toluendllsooianato tambien en acetona en luaar de

~ glutarodialdehido aouoso. Despues de decantar la 80~

lucidn de diisoolenato en 8x0880 ¥y de laver cqn‘ﬁgua.

el complejo organico-inerganico fue tratado adicional-

- mente con una solucidn acuose de gluceemilasa. Igual

que en ei Ejemplo I, el producto términado.comprandia un

"complejo de enzims activo; completamente insoluble.

~
-

. ~ 3

-

BJILHPLO IV

Pars ilustrar el hecho de gue pueden utili-

zarse diversas concentraciones de soluciones para pre-

parar el producto deseado, se repitid el método indi-

- oado en el Ejemplo I anterioﬁménté, con la exeepeidn

de que 8o utilizaron’SOluoioneé més concentradas de -

los diversoa reaooionantes. Por ajemplo, 2 gramos de

w ouerpo compuosto de silioenalumina de mallas 10~-30

fusron tratados con 25 ml de una solucidn 8l 20% de

'tetraetilenpentamina, y tras decantar se les efladieron

50 ml de una solucién al 25% de glutarodialdehidp. Ea-

te complejo, despuds de lavar, fue tratado luego con

- glucoamilasa acuoss parg prepdrar un conjugado de en-

zima inmovilizada que mostfé una actividad de aproxi-

_:33_* :
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médamenté 12 unidades por gramo, pasado en el ensayo

" "de glucostato.

EJENPLO V LR

A un cuerpo compuesto de Bilioe—alum¢na ‘que
- b

"ocmprenda 2 gramos de partfoulas de mellas 10-30. s
. afiadieron 25 ml de una sglucidn geuosa al 5% de) golageé
no parclalmente hidrolizado, que egtaba en luger.de 1le

' tetréetilenpentamina. Después de decantar y-déiffatar

‘oon glutarodialdehido, la matriz organioa-inorgenaoa

-:1fue lavada y 1uego tratads oon una solucion da giuco—
- awilase. La oomposioion de materis terminada fue: trata—
'da de una manera similar 8 la indicadd antes en el |
'IirEaemplo I, por decantacion, lavado y 11x1v1acion con ; "'
'_ _una soluoion tamponada (pH de 4 2) para nr0poroionar ;
k"un oonaugado de enzima inmovlllzada que tenia una acti-;if

'f'vidad de aproximadamsnte 10 unidades por gramo.:_ o

- g

mmee’n

'i_?En ente edemplo wn ouerpo oompueato de sili- if}

&z e-alum;na que tenma wn tamafio de partlculaa de nellas’
"§¥10~30, un diametro de poros gug oscilabe entre aproxima-
"}udamente 100 y aproximadamente 55 000 Angstroms y una  f

'lvﬂsuperficle especlflca de desde aproxlmadamente 150-200

2/'g, fue tratado aﬁadlendo tetraetllenpentamlna en una :

Cow
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: “-:fy gluoosa-oxidaﬂa para produozr congugados activos.‘

'golucidn- meuosa al 1% de colageno parcialmente hidro-

1izada, wtilizdndose el colggeno como un agente de

unién adioidnal. Después de avacuar y de haoer‘reac-

oionar oon glutarodialdehido, la matriz orgénica-inor-

.:.44-

'-ganioa fue tratads luego oon ana soluoion de éluooaml—

lasa aa aouerdo con el mdtodo general del Egemplo I
parg preparar un conjugaede de en@ima aotivo., *}.

A syl

'“EJEMPLO VI

 Pare ilustrer el heohc ae que puedan umilmu

”.tzaraa diveraas enzimes para preparar las oomposioiones

’

de materia deseadas, un cuerpo oompuesto -de eflice~ .

i’u-alumina*que oontenia fosfato de boro incorporado en

el, fue tratado con uns soluoion ‘de tetraetilenpenta—

.f:. nine, fue decantado y lavedo, seguido por adicidn de
| tv’_.'funa aoluoion de glutarodialdehido, y el cuerpo oompuea-:;
o o reaultanta fue tratado luego con una eolucion
-:‘}aouosa de laotasa. Esto produjo un conjugedo de enzi~
:lma aotivo. Pueden u£ilizarse metodos sinileres para’

";ffidar enzimas tales como proteasaa, sluoosa-ieomerasa.

.

EJEﬁPLO;VIII

' En este ejemplo, una columna que posela un ff7

: diametro 1nterior de 20 mm contenla 14,2 gramos de un

-35 -
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en ol Ejemplo I. Je columng fue ubilizade de m9§p~

conjuzgado de enzime activo preparado s partir de

glucoamilasa que fue unido & un soporte poroso de
sflice-alimina de mallas 10+30 que contenia fosfato

de boro incorporado eh el, habiendo sido preparado el’

~ ~

conjugado de une mansera similar g la indlcada antes
R IEN

N
LR

continuo durante wn perfodo de 30 dias a una tempéra-

A A

“fura de 4520 pars hidrolizar una splucidn acuose di=-

R NN

lufda al 305 de almidén, que habia sido tamporads &

RS

~un pH de 4,2. EL fldido saliente fue vigilado en -

‘cuanto & la produccion de glucosa utilizando el:mgtoé

do de glucostato de Worthington. Se encontrd que no
hebia pérdida aparente de sctividad de enzime durente
este per{oao de tiempo y que el porcentaje de conver¥

sion. de almiddn en glucose & esta temperaturs y en

- un caudel de aproximsdamente 150 ml por hore, era de

- 62%.

BJEMPIO_IX
Oon el f£in de ilustrar el hecho de que pue-

_den'utilizarse diversos substratos o soportes pars

preperar las composiciones de materia deseadas, un

monolito recubierto con alumina que consistia en un

cuerpo ceramico alveolar con canales de gran tamafio

conectadores fue tratado de una manera similar a lg

.-

- 36 -
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1nd1cada en el Eaemplo I anterlor, es declr el mono~

lito fue tratado con solucmones de tetraetllengenta- e

"-mlna, gluﬂarodlaldehmdo Yy unh enzime. de glucoamllasa,
"llevandose & cebo el tratamiento en una 0peraclon sue
| oeaiva que inoluia los prooedimientos de decantaclon,
‘-1avado y lixiViaaion anteriormenﬁa deacritos. Bl mono~‘ '
'Vflito qeramigo original posefa yn peso en pedo de 256
'igramoa, de ‘laos oualea un 13% oonaistia én un racubri- ‘

LAY

1lmiento de alumina. Fl conaugado de enzima inuovn;izada, 
10 f_”f{terminado, fue incorporado dentro de una oolumna don- )
| 1 "Tltro de un tubo de v1drio que tenfs un'didmetro -nterior'

-’jff_de 70 mm con el fin de que pudiera ser hecho trabajar
 "Voontinuamente mediante un aparato de bOmbeo apropiado.l

| :ffdentro de un recipiente de temperatura conurolada,

15:Eféi;eiendo manmenido dicho reoipiente 8 uws temperatura de

- 4580, Duranta un pariodo de 40 dias de wtilizacicn oon-'i
_ :tinua para la hidrdlisis de una solucidn de. almidon dim
:éfluida tamponada al 30%, g0 anoontro que edlo se hab{a L
‘Tiperdido aproximadamente 350 de la actividad orléznal
';L;del oonjubado de enzima mlentras B8 mantenla un. caudal”"
:Zide aproximadamente 85 ml por hora- Adeunds, se enoontroi
ue durante el perfodo de 40 dias hubo una converaion‘;l<’
‘;de aproximadamente BOp del almldon en 01ucosa.\Con el

_Qéfin de estudiar aun mas las: propxedadea del sistema,¢ o

; g ,25};; 5356 efectuaron variaoiones subsiguientes en el caudal,

- 37 -




“durante 1o cual se encontro que con un caudal de
'aifil.~"‘“§  A_aproximadamente 36 wl por hora era poslble obtener E
una conver81on dentro uel margen de desde 92-93# de\ |
4 almiddn on élucoea. EL per{odo de tiempo relatlvamen-
5 R f:,'te largo, durante el que =e utilizo esta enzima para
oonvertir.g;midon en gluoose eip~ninguna perdide sig=
‘.nificativa éé éctividad de eniiﬁé-bien gea. pér de~ -
sorcion blen -sea por 1nactivaclon. indico un larzo
7 tiempo de sem1v;da del oatalizador. '
o . BJEMPIO X - S '
| iEn este ejemplo ge b?eparé un tipo de congugado
de monolito y une columna almllar a como se descrlbe en el .
j;?;;7~'f ;.‘>’, Eaemplo Ix, eon la excep01qn de quﬂ le enzima que se
.';_.15 “ AT:‘ pti;izo paraApreparar el cnmpleqo oomprepdia lactasa
' - en lugar.dé:glucoamilasd. Elhobgjﬁgadd fue ensayado
»‘en ouanto a establlidad bajo una 01rcu1aclon continua
al tiempo que se mantenla la temperatura a 3790, du=
‘rante un perfodo de 29 dfes. Se enoontro de nuevo que
'7zoff“f3{f'no habia perdida sparente de actividad del oonjugado
| 'vde enzime inmovzlizado. Esta enzmma inmovilizada fue
: utilizada en el tratamiento de una, soluclon da lactosa

_al 5 que habla sido tamponada a pH de 4 2, 31endo

"cargada dicha soluclon de 1actosa en 1a columna con”

'~f25 ' i . oun caudal de 54 ml por hora. Se encontro durante el pe- o

-138.- ?




rfodo de 29 dfas que habfa una conversibén aproximada-

mente de 35% de lactosa en glucosa y galachosa.

- REIVINDICACIONES -~

- 10

Los puﬁtos de invenéién propia y nueva
que se presentan para que sean objeto de esta soli-
citud de Patente de Invencidén en Espafia, por VEINTE

15 - afios, son.los gue se recogen en las reivindicaciones
siguientes:

l8,- Un método para preparar un conjuga-
do de enzima inmovilizada que comprende una matriz
orginica-inorgénica combinada que consiste en un so-

20 porte poroso inorginico que contiene un material po-

"~ limero orghnico adsorbido y oclufido en los poros del
mismo, conteniendo dicho material polimero grupos col-
gantes funcionalizados, y una enzima adsorbida junto
a dicha matriz y unida covalentémente con los radica-

25 les funcionales de dichos grupos colgantes de dicho

5-5-77 | -39 -




5~5-77

10

15 )

20

25

materiallpolimero orgénico en o adyacentemente a lasdpor—
ciones terminales del mismo, el cual método comprehde éra-
tar dicho material de soporte inorgénico con una primera
solucién de un mondmero bifuncional o polifﬁncional,“aé
un hidrolizado polimero o de un polimero previamente for-
madﬁ; eliminar la solucibn no adsorbida; poner en contac-
té didho matefial de soporte inorginico con un exceso re-
lativa%ente grande de una segunda solucién mondmera bifun-
cional para former dicha matriz ofgénica—inorgénica; afia~
dir una solucibn de enzima a la matriz orghnica-inorghni-
ca resultante; y eliminar los materiales no reaccionados.
‘ 22,- E1 método de la reivindicacibn 12, en
que dicha primera solucibén, dicha segunda solucibén, y di-

cha solucibn de enzima son todas ellas soluciones acuo-

888,

%2,- El método de la reivindicacibn 12, en
que como soporte o vehiculo para dicho monbémero bifuncio-
nal o polifuncional, dicho hidrolizado polimero o dicho
polimero previamente formado se utilizan disolventes or-
génicos baratos tales como acetona y tetrahidrofurano.

42,- El método de una cualquiera de las rei-
vindicaciones 12 a %2, en que dicho segundo monémefo bi-
funcional tiene grupos reactivos gue estén separédos por
una cadena que contiene de 4 a 10 &tomos de carbono.

528,- Un método para preparar un conjugado
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de enzima inmovilizada.

Tal y como se ha descrito en la Memoria

‘qué antecede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de cuarenta y una ho-

jas escritas a mAquina por una sola cara.

€1

Madrid, Q7.8 11!

P.A. Alberto de Elzc»urv

Pr
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