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Case 1667

, Es sabido que las enzimas, que son de natu­

raleza proteínioa y que comúnmente son solubles en 

agua, constituyen catalizadores biológicos que sirven 

para regular muchas y variadas reacciones químicas .

$ que se desarrollan en organismos vivos. Las enzimas í.

pueden también ser aisladas y utilizadas en aplica- -'-' 

ciones an a líticas , médicas e industriales. Por ejem-* 

pío, encuentran utilización  en aplicaciones industria- 

le s  para la  preparación de productos alimenticios ta -  

10 le s  como queso o paii, y también son utilizadas en ía i

preparación de bebidas aloohólioas. Se pueden enocn--

tra r  algunas utilizaciones específicas en la  industria
. . .  .  . .  ]

en la  u tilización  de enzimas ta le s  como en e l desdo­

blamiento o resolución de aminoácidos; en la  modificá­

i s  ción de penioilina para formar diversos substratos

para la  misma; la  utilización de diversas prote asas en 

la  fabricación de queso, en e l ablandamiento de car­

nes, en formulaciones detergentes, en la  fabricación 

de cueros y como auxiliares digestivos; la  utilización 

20 de carbohidrasas en la  h id ró lisis  de almidón, inversión

. '  *'  - -  2 -
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de sacarosa, isomerización de glucosa, e tc ; la  u ti-  

¡ lización de.nucleasas para e l control ;del sabor; .o

la  u tilización  de oxidasas'para ev itar la  oxidación  ̂

y en e l control del co lo ree  productos alim enticios.

5 Estas utilizaciones, así como muchas otras, han sido .

bien explioadas en la  b ib liografía ,

Na! oomo se indica anteriormente, toda vez 

que las  enzimas son comúnmente solubles en agua y ge­

neralmente son inestables e inaotivadae con f a o i l l -  

10 . dad, son d if íc ile s  de re tira r  de la s  soluciones en /

las  que son utilizadas para subsiguiente nueva u til i^  " 

zación o es d if íc i l  mantener su actividad o ata lítioa  

durante un período de tiempo relativamente extenso. — 

Desde luego, las dificultades antes mencionadas oondu- 

15 . oirán a un costo acrecentado en la  u tilización  de en­

zimas para fines comeroíales debido a la  necesidad de 

reemplazar con frecuencia la  enzima, siendo neoesario 

usualmente este reemplazamiento.con cada uso. Para 

contrarrestar e l alto  oosto de reemplazamiento, se ha 

'20 sugerido inmovilizar o insolu bilizar la s  enzimas an-

tes  de su u tilización . Inmovilizando las enzimas me­

diante diversos sistemas, que se indican seguidamente 

con mayor d etalle, es posible e stab ilizar las enzimas 

de - una manera re la tiv a  y, por lo tanto, permitir la  

25 nueya u tilización  de la  enzima, que.en caso contrario

'  ' ' - -  3 -



puede experimentar inactivación o puede perderse en 

e l  medio de reacción. Dichas enzimas inmovilizadas o 

insolubilizadas pueden ser empleadas en d iversos.sis­

temas de reactores ta les  como columnas rellenas, reac 

toros de depósitos con agitación, e tc .,  dependiendo 

de la  naturaleza del substrato que se u tiliz a  en e llo s. 

En general, la  inmovilización de las enzimas propor­

ciona una estabilidad ambiental más favorable o más 

amplia, un mínimo de problemas de fluidos salientes y 

de manipulación de materiales, así como la  posibilidad 

de aumentar la  actividad de la  enzima propiamente di­

cha. .

Tal oomo se indica con anterioridad, salían 

desorito varios métodos generales, así como muchasJmo­

dificaciones de los mismos  ̂ mediante los - cuales !se 

puede efectuar la  inmovilización*de enzimas. Un méto­

do general consiste en adsorber la  enzima éh una su­

perficie sólida ta l  como, por ejemplo, ouando una en­

zima ta l  como una acilasa de aminoácido es adsorbida 

sobre un derivado oelulósipo ta l  como DBAE-celulosa; 

la  papaína o ribonucleasa es adsorbida sobre vidrio 

poroso; la  catalasa es adsorbida sobre carbón vege­

ta l ;  lá  tripsina es adsorbida sobre vidrio.de cuarzo 

o celulosa; la  quimotripsina es adsorbida'sobre caoli­

n ita , e tc . Otro método general consiste en ocluir una



enzima en un retículo de gel; por ejemplo la  glu-' 

cosa-oxidasa, ureasa, papaína, e tc . ,  que son oclui-- 

das en un gel de poliacri'lamida; la  a c e t i l - c o l i^ s -  

terasa que es oclüidfa en un gel de almidón o un po­

límero de silicona; la  glutámico-pirúvicotransami- 

nasa que ee ooluida en un gel <3e poliamida o de ace­

tato de celulosa, ato. Otro método general consiste 

en una reticulaoión mediante reactivos'bifunciona- 

le s  y puede efectuarse en combinación con uno cual­

quiera de los métodos generales de inmovilización, - 

antes mencionados. Cuando se u tiliz a  este método, 

los reactivos bifuncionales o polifuncionales que 

pueden inducir una reticulación interm oleoular.fija­

rán de modo oovalente las enzimas entre s í &sí op- 

mo también a un soporte sólido.-Este método puede 

ser ilustrado por la  utilización de glutarodialde- 

bido o ácido bisdiazobenzidino-2 , 2 ' -disulfónioo pa­

ra f i ja r  una enzima ta l  como papaína a un soporte 

sólido. Todavía otro método de inmovilizar una enzi­

ma comprende e l método de una fija c ió n  oovalente en 

e l  que enzimas ta les  com'o glucoamilasa, tripsina, 

papaína, pronasa, amilaaa, glucosa-oxidasa, renina, 

proteasafúngica, lactasa, e tc . ,  son inmovilizadas 

por f i ja c ió n  oovalente a un material polímero que es 

fijado a un soporte poroso sólido,orgánico o inorgá-



nico. Este método puede también ser combinado, con 

los antedichos métodos de inmovilización. ,

; Los métodos antes enumerados de inmovili­

zar enzimas poseen todos e llos algunas desventajas,

$ que haoen desmereoer su u tilización  en procedimien­

tos industriales# Por ejemplo, cuando una enzima,

' es adsorbida directamente sobye la  superficie de un

soporte, la s  fuerzas de unión que resultan entre 

la  enzima y e l soporte de vehículo son con fraouen^ 

10 c ia  bascante débiles, si bien alguna referencia dé -

la  técnica anterior ha indicado que se han obtenido 

conjugados relativamente estables de este tipo cuan­

do e l tamaSo de poros del soporte y e l diámetro de 

rotación corpuscular de la  enzima están correlacio- 

15 nados. Nb obstante, e l támaKo de poros del soporte

no puede exceder de un diámetro de aproximadamente 

1.000 Angstroms. A la  v ista de esta débil,unión, la  

enzima es"con freouenoia desorbida.oon faoilldad en 

la  preseñóla de soluciones del substrato que está 

20 siendo sometido a tratamiento. Además de esto, la

enzima puede ser inactivada parcial o extensamente 

debido a su carencia de movilidad o debido a la  in­

teracción en tre .e l soporte y a l lugap activo de la  

enzima# Otro procedimiento que puede emplearse es.

2$ oclusión de enzimas en retículos de gel que se

4



puede efectuar polimerizaiido una solución o emul­

sión acuosa que contiene la  forma monómera del po-' 

limero y la  enzima, o incorporando la  enzima en el< 

polímerq previamente formado mediante diversas 

tóonicas, con freouencia en la  presencia de un agen 

te de reticulación. Si bien este método de inmovi­

liz a r  enzimas tiene una ventaja en e l hecho de que 

las  condioionas de reacción utilizadas para efec­

tuar la  oclusión son usualmente suaves y que f r e -\ * 

Quenteménte hay poca alteración o inactivación de * 

la  enzima, también tiene desventajas'por e l hecho ' 

de que e l conjugado tiene mala resistencia  mecáni­

ca, lo cual da como resultado una consolidación. , 

ouando se u tiliz a  en columnas en sistemas de circu­

lación oontinua, con una consiguiente obstrucción 

de la  columna. Dichos sistemas tienen variaciones 

bastante amplias en e l tama&o de poros, conducien­

do de este modo a algunos tamaños de poros que son 

suficientemente grandes para permitir la  perdida 

de enzima. Además de e llo , algunos tamaños de po­

ros pueden ser suficientemente pequemos de manera 

que grandes barreras de difusión a l transporte del 

substrato y del producto oonducirán a un retardo 

de la  reacción, ocurriendo esto especialmente cuan­

do se u tiliz a  un substrato de peso molecular a lto .
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Las desventajas que se presentan cuando se inmovi­

liz a  una enzima por reticulación intermolecular, ta l  

como ya se ha hecho observar, son debidas a la  ca­

rencia de movilidad con inactivación resultante a 

oausa 3e la  inoapaoidad de la  enzima para adoptar 

la  configuración natural necesaria para obtener una 

actividad máxima, particularmente cuando e l lugar 

aotivo está implicado en e l  proceso de fi ja c ió n  o 

unión.

Los métodos de fijao ió n  o unión oovalente- 

han enoontrado amplias utilizaciones y pueden ser " 

usados como la  única téonica de inmovilización o co­

mo una parte integrante de muchos de los métodos.ya , 

desoritos en los que se emplean reaociones de r e t i ­

culación. Este método se u tiliz a  oon frecuenoia„para 

f i ja r  la  enzima así oomo también e l  soporte median­

te Una molécula intermedia bífunoional en.que los 

grupos funolonales de la  molécula, ta las oomo, por 

ejemplo, gamma-aminopropiltríetoxisilano, son capa­

ces de reaocionar oon radicales funoionales presen­

tes tanto en la  enzima y en un soporte poroso orgáni­

co o inorgánico. Se han empleado de esta manera una 

amplia variedad de- reactivos y soportes y e l método 

tiene la  ventaja de proporcionar fuertes enlaces co- 

valentes por todo e l producto conjugado así como una

-  8 -

4



5

10

15

20

25

gran actividad en muchos casos. La unión covalente . 

3e la  enzima oon e l vehículo debe lograrse mediante 

grupos funcionales situados sobre la  enzima que no..¿ < 

son esenciales para su'actividad c a ta lít ic a  ta les  co­

mo grupos amino lib res , grupos oarboxilo, grupos h i- 

droxllo, grupos fenólicos, grupos sulfh idrilo , e tc . 

Estos grupos funcionales reaccionarán también con 

una amplia variedad de otros grupoB funcionales ta ­

le s  oomo grupos aldehido, isooianato, ac ilo , diazo, 

azído, anhidro, ester activado, e tc . ,  para producir 

enlaces oovalentes. No obstante, este método tiene 

con frecuencia muohas desventajas que implican reac­

cionantes y disolventes costosos, asi como también 

soportes porosos eapeoiales y costosos y métodos com­

plicados de múltiples etapas, que hacen antieconómi- 

co .al método de preparación para su utilización  a es­

cala comercial.

La téonioá anterior esta por lo tanto re­

pleta de diversos métodos para inmovilizar enzimas, 

los ouales, sin embargo, fa llan  de muohas maneras 

en cumplir los requisitos de una u tilización  indus­

t r i a l .  No obstante, ta l  como se describirá seguida­

mente con mayor d etalle, ninguna de las  composiciones 

de la  técnica anterior comprende la  composición de 

materia del presente invento que constituye un sopor-



te poroso inorgánico que contiene un material polí­

mero formado "in  s i tu" a p artir  de un monómero o un 

polímero previamente formado, de origén-natural.o 

siíftetioo, que está ocluido y también adsorbido en 

5 parte dentro de los poros de dioho soporte y que con­

tiene grupos oolgantes, funoionalizados,' que se ex- ' 

 ̂ tienden desde e llo s; siendo la  enzima parcialmente

adsorbida junto a la  matriz y también unida oovalente^ 

mente con-los radicales activos en o adyacentemente' a 

10 poroiones terminales de los grupos colgantes, permi-.

tiendo de este modo la  libertad de movimientos qué ha­

rá posible que la  enzima ejerza una actividad máxima. 

Por ejemplo, la  patente de los Estados, Unidos número , 

3*556*945 se refiere  a cuerpos compuestos enzimátioos ; 

15 en los cuales la  enzima está.adsorbida directamente"

junto a un soporte o vehículo inorgánioo t a l  como v i- - 

drio. La patente de los Estados Unidos número 

3*519*538 conoieme a cuerpos compuestos enzimátioos 

en los cuales las  enzimas están acopladas químicámen- 

20 te , mediante un agente de acoplamiento de silaño in­

termedio, oon un soporte inorgánioo. De manera simi­

la r , la  patente de los Estados Unidos número 3-783.101 

u tiliz a  también, un 'cuerpo compuesto de organosilano 

como agente de unión, siendo acoplada la  enzima co- 

25* valentemente oon un soporte de vidrio por medio de =

10  -
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un agentó de acoplamiento de silano intermedio, sien­

do fija d a  a l soporte la  porción de silicona del agen­

te de acoplamiento, mientras que la  porción orgánica 

del agente de acoplami'entp es acoplada con la  enzima, 

conteniendo la  composición un óxido metálico sobre 

la  superficie del soporte dispuesto entre e l soporte 

o vehículo y la  porción de silicona del agente de 

acoplamiento. En la  patente de los Estados Unidos 

número 3.821.083 el soporte o vehículo inerte es le -  

cubierto con un polímero previamente formado ta l  co­

mo poliacroleína que tidne unido con e l una enzima.

No obstante, de acuerdo oon la  mayor parte de los 

ejemplos indicados' en la  patente, es necesario -prime­

ro hidrolizar en medio ácido e l cuerpo oompuesto an­

tes de depositar la  enzima sobre e l polímero. Otra 

patente de la  técnica anterior, a saber la  patenta 

de los Estados Unidos 3.705.084 describe un reactor 

macroporoso oon enzima en e l  oual una enzima es ad­

sorbida sobre la* superficie polímera de un núcleo de 

reactor macroporoso y después de ello  es reticulada 

en e l mismo lugar de reacción. Retloulando las enzi­

mas sobre la  superficie polímera después de adsor­

ción de e lla s , la  enzima es inmovilizada adicional­

mente en parte y no puede aotuar libremente como en 

su estado original en calidad de catalizador. La re­

ticulación de enzimas las  une en efecto entre s í,

-  11 -



impidiendo de este modo un movimiento lib re  de la  

enzima y disminuye la  movilidad de la  enzima, que *. 

es un requisito previo necesario para obtener una 

mákima actividad.

Este invento se refiere  a nuevas composi- . 

oiones d$ materia que oomprenden conjugados da"enzi­

mas inmovilizadas. Mas específicamente, e l invento 

oonoieme a nuevas composiciones de'materia que oom- 

, prenden un oonjugado de enzima inmovilizada que.con­

sista en una matriz orgánica-inorgánioa que consti-' 

tuyo un material de soporte poroso inorgánioq que 

contiene un material polímero orgánico que ha sido 

formado "in  situ" a p artir  de un monómero, un polí­

mero hidrolizado, o un polímero previamente formado, 

da origen natural o sin tétioo , por reacción con un 

monómero bifunoional que oontiene radioáles reactivos 

apropiados. Dicho material polímero esta tanto ooluido 

oomo adsorbido en los poros del antedicho material 

de soporte, y además está provisto con grupos ool- 

gantes funcionalizados que se extienden desde e l , es­

tando colocados los radicales.funoionales en o ad­

yacentes a las  porciones termínalas del mismo, y una 

enzima que a 'la  vez*está unida oovalentemente-con 

dichos grupos colgantes funcionalizados y también es­

tá  adsorbida en parte sobre la  matriz orgánica-inor-
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gánica. '

Tal. como se indica anteriormente, la  uti-¡ 

lizaoién de enzimas en aplicaciones an a líticas , mé­

dicas o industriales puede ser acrecentada grande­

mente, s i ta les  enzimas se encuentran en un estado 

inmovilizado, es decir que dichas enzimas por sotar 

en combinación con otros materiales sólidos, están 

a su vez da un estado en e l que no son solubles en 

agua y por lo tanto pueden ser sometidas a u tiliza ­

ción repetida al tiempo que mantienen la  actividad - 

c a ta lít ica  de ta l  enzima. Con e l f in  de estar pre­

sentes en un'estado inmovilizado, las  enzimas deban 

ser unidas o fijad as de alguna manera con un soporte 

insoluble en agua, siendo de este modo u tilizables 

oomercialmente* en.un eatado no soluble en agua.

Por lo tanto, un objeto de este invento 

es orear nuevas;composiciones de materia en las oua- 

les estén presentes enzimás en un estado inmoviliza­

do. ' ^

Otro objeto de este invento es orear com­

posiciones de.materia en la s  ouaies una enzima esté 

. a la  vez adsorbida sobre.una matriz orgánica-inorgá-

nioa y unida oovalentemente con grupos colgantes 

funcionalizados^ esté fijad a  a dicha matriz que, 

a SU-vez, esté también adsorbida y ocluida en los

-'



 ̂ , 5

poros deí material de soporte poroso inorgánico.

En un aspecto, una forma de. realización *. 

de este invento consiste en un conjugado de enzima 

inmovilizada que comprende una matriz orgánioa-inor- 

gánioa oomblnada qué*consiste en un soporte poroso 

inorgánioo que contiene un material polímero orgáni- 

oo adsorbido y oóluído gn los poros de dicho sopor­

te , conteniendo dicho material polímero grupos col­

gantes funoionalizados, y una enzima adsorbida: junto

.10 a dioha matriz y unida oovalentemente oon los radl-* 

oalas fu sió n a les  de diohos grupos colgantes de di­

cho material polímero orgánioo en o adyacentemente

. . ; ' r
a las porciones terminales del mismo. .

,. l. Una forma de realizaoión específica de es-

1$ te invento se encuentra en un oonjugado de enzima 

/inmovilizada que comprende una matriz orgánioa-inor- .

' gánícá que oonsiste en un soporte da aílice-alumiña 

poroso, de baja densidad aparente, con superfioie

espeoífioa relativamente a lta , que puede oontener

' 2Ó . también aditivos inorgánicos y un material polímero

-' '.

; de tetraetilenopentamina-glutaraldahido preparado ' 

"in  situ" que está adsorbido así oomo también ocluido ' 

en los poros dp dicha sílice-alúm ina, y una enzima .

que comprende glucoamilasa que está unida covalente-. '

25 - mente con los grupos colgantes de glutaraldehido del ;

^ 14 - ^



material polímero en o adyacentemente a la  porción' 

terminal de dichos grupos y también está  adsorbida '

en parte sobre la  matriz.
* ^Otros objetos y formas de realización se

5 encontrarán en la  siguiente descripción detallada

adicio'nalmente del presente invento, ' .

Tal oomo se -indica aqní anteriormente, el 

presente invento, conoieme a ocnjugados de enzimas 

inmovilizadas que comprenden una matriz orgánicalinor- 

10 . ganioa combinada que oonsiste en un material de s o - ' 

porte poroso inorgánico que contiene un material po­

límero orgánico adsorbido y ooluido en los poros de 

dioho soporte poroso inorgánico. Además, e l material 

polímero oontendrá grupos colgantes, teniendo dichos 

15 grupos oolgantes una enzima que está unida covalen-

temente oon dichos grupos en o adyacentemente a las* - í - . - - *
- -  ̂ ,

porciones terminales de los mismos y, ademas, dicha 

enzima esta también parcialmente adsorbida sobre d i- 

oha matriz. A dlférenoia de la s  composiciones de ma- 

2o te r la  que oontienen enzimas inmovilizadas, ta l  oomo

se mencionan en la  técnica anterior, la s  composiciones 

de materia de este invento pueden ser preparadas u ti­

lizando reaccionantes relativamente baratos así oomo 

también utilizando operaciones más sLmples en e l meto- 

25 do para preparar ta les  composiciones. Además, la  re -

- -  15 * -



sistencia  mecánica y la  estabilidad áe los conjuga­

dos de enzimas del presente invento serán mayores 

que la  que son poseídas por las  enzimas inmoviliza- 

dELS de la  técnica anterior. Por lo tanto, es eviden- 

5 te pon faoilidad que las composiciones de materia

- del presante invento poseen ventajas eoonomicas-que 

son ú tiles  para aplicaciones industriales, "

; Las composiciones de materia del presente 

Invento pueden ser preparadas de una manera ^ e la ti-  

10 vamente simple. En e l métqdo preferido de prepara­

ción, e l material de soporta poroso iporgánioo'será 

tratado oon una solución, preferiblemente de natura­

leza acuosa, de un monómero bifuncional o polifun- 

cional, un hidrolizado de polímero o un polímero 

15 previamente formado, después de lo cual la  soluoion

no adsorbida es eliminada por oualquier método cono- 

cidp';en la  téonioa ta l  como evacuaoién,-eto. También 

se considera que pueden u tilizarse otros disolventes 

orgánicos baratos tales' oomo aoetona, tetrahidrofu- 

20 rano,' e tc .co m o  e l soporte para los monómeros o po­

límeros antes mencionados. Después de la  elimina­

ción de la  solución no adsorbida, e l soporte poroso 

húmedo es puesto en contacto luego con uh exceso 

relativamente'grande de 5 a 20^ en moles de un se- 

25 gundo monómero bifuncional en e l que los grupos reno-



tivos están separados preferiblemente por una cadena 

que contiene de 4 a 10 átomos de carbono, siendo tam-r 

bián aSadido este segundo monomero bifuncional en  ̂

una solución acuosa, con lo cual 30 formará una ma- 

5 t r iz  polímera que a la  vez está adsorbida y ocluida

en los poros del soporte, y desde la  cual se' extende­

rán grupos colgantes del segundo monémero. Estoa gru­

pos colgantes contendrán radicales funcionales sin 

reacoionar debido a l hecho de que se había empleado 

10 , una cantidad en exceso del segundo monomero bifunoio- 

nal para tra ta r  e l soporte.. Los radicales funciona-* 

les sin reaccionar están entonces disponibles para 

unirse covalentemente oon la  ensima, que es añadida 

a la  matriz orgánioa-inorgánica resultante, asimismo 

15 - usualmente.en úna solución aouooa. Después de elimi­

nación de los materiales sin reaocionar por ejemplo 

por tratamiento, lavado, e tc .,  la  enzima, además de 

estar unida covalentemente oon los grupee funoionali- 

zados oolgantes en'o adyacentemente a las  porciones 

20 terminales de los mismos, estará también en parte ad­

sorbida a la  matriz. Por lo tanto es evidente con fa ­

cilidad que todo e l método de inmovilización se puede 

realizar de una manera simple y barata utilizando un 

medio disolvente acuoso o barato, siendo realizado e l 

25 procedimiento a lo largo de una diferencia d$ tempera-
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turas que puede oscilar desde menos d e 'la  ambiente 

(aproximadamente 5^0 ) hasta temperaturas elevadas.de 

aproximadamente 60^0, y preferiblemente a la  tempera­

tura ambiente (alrededor de 20-25^C), efectuándose^

dicho procedimiento oon u tilización  de un mínimo-de 

operaciones de tratamiento y permitiendo a^emás^uñá, 

fá c i l  recuperación de los reaocionantes en excego^y 

de la  composición de materia terminada. —

Muchos de los soportas inorgánicos menciona­

dos en la  teonlca anterior especifican materiales con 

"poros controlados" ta les  como vidrio, alúmina, o to ., 

que tienen un diámetro de poros de 500 a 700 Angstroms 

para aproximadamente 96% dql material y un diámetro* 

máximo de poros de 1.000 Angstroms, una superficie es- 

peoífioa de 40-70 w?/g y partículas con un tamaKo de 

mallas 40-80; Además, estos soportes pueden estar réi- 

oubiertos oon óxidos.metálicos, ta les  oomo óxido de 

zirconio y óxido de titan io  para tener una mayor es­

tabilidad. A diferencia de éstos soportes, se consi- - 

dora dentro del alcanoe de este invento que los sopor­

tes  porosos lnorgánloos, que se utilizan en á l, cons-. 

titu irán  materiales..que poseen diámetros de poros que 

oscilan ¡̂¡xtre 100 Angstroms y 55.000 Angstroms posé-r 

yendo hastia un 25-60% del material de soporté poroso . 

unos poros con diámetros superiores a 20.000 Angstroms



y superficies especificas que oscilan entre 150 y ' 

200 m /g . El tamaño de partículas puede variar tam­

bién a lo largo de un amplio margen de desde mallas' 

1 0 - 2 0  hasta Un polvo fino, dependiendo dioho- ta-na- 

5 Ko de partículas del sistema particular en que éstas

han de ser utilizadas. Se considera también que los 

.materiales de soporte perosos.pueden estar yeQubiey- 

tos oon diversos oxidos del tipo mencionado aquí pon 

anterioridad o pueden tener incorporados en ellos.

10 otros diversos materiales inorgánicos diferentes ta ­

les  como ¡fosfato'de boro, e to ., comunicando estos ma­

te r ia le s  inorgánioos propiedades especiales a l mate­

r ia l  de soporte.,Una forma particularmente ú til  del 

soporte oonstituirá un cuerpo pérámico que puede te -  

1$ ner e l tipo de porosidad aquí desorito para materia­

les  del presenta invento, p puede estar alveolado 

con oanales conectadores de gran tamaño a lo largo 

de su masa, siendo oonooidbsdiohos materiales comun­

mente oomp monolitos^ y que puede estar pecubierto '

20 oon diversos tipos de alúmina, oxido de ziroonio,

porosos, eto . La u tilizacién  de ta l  tipo de soporte 

tiene la  ventaja particular de permitir la  libre  c ir ­

culación de substratos incluso altamente viscosos, 

que con frecuencia aparecen en reacciones comerciales 

&5' catalizadas con enzimas.
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.Los materiales de soporte porosos inorgánicos 

que se utilizan como un componente de la  matriz'órganir 

: ca-inorgánioa combinada, incluirán ciertos óxidos metá-

lioog ta les  oomo alúmina y particularmente gamma-alúmi- 

 ̂ 5 na, s í l ic e , óxido de zirconio, o mezclas de losfpxidos 

metálioos, ta le s  oomo sílioeralúmina, sílice-óxido de 

zirconio, sílice-magnesia, sílioe-óxM o de ziroonió-alú 

' mina, e to ., o gamma-alúmina que contiene otros compues­

tos inorgániooe ta les  oomo fosfato de boro eto,.-,.-ouer- 

10 pos oerámlooa, e tc .,  así oomo también oombinaoiones dal 

material antes mencionado, constituyendo e l soporte uno 

de diohos materiales que puede servir como un recubri­

miento para otro material. '

,- "Los materiales polímeros que son formados 

15 "In situ" de manara ta l  que, e l material polímero está

a la  vez. adsorbido parcialmente y ocluido parcialmente 

en los poros del soporta Inorgánico del tipo antes men­

cionado, se pueden produoír de acuerdo oon los métodos 

generales descritos aquí con anterioridad, es decir 

20 . primero adsorbiendo una eoluoión que contiene de 2 a 

25% de un monomero bifunoional o polifuncional, un h i- 

. drolizadogolímero o un polímero previamente formado, 

siendo e l monomero'o e l polímero de origen sintético o 

natural, y siendo preferiblemente solubles en agua o - 

2$ en otros disolventes que son inertes para las reaccio-

20 -



nes subsiguientemente empleadas. Tal como se indica 

aquí con anterioridad, está considerado dentro del al-, 

canee de.este invento que un segundo monómero bifun- 

cional es añadido luego de manera similar para formar 

5 una matriz orgánioa-inorgánloa por reacción con é l adi­

tivo original adsorbido sobre e l soporte inorgánico.

Los grupos funcionales que están presentes sobre e l ' 

monómero bifunoional comprenderán radicales reactivos 

bien oonooidos ta les  oomo radicales amino, hidroxilo,

10 carboxi, tio!L, oarbonilo, e tc . Tal oomo se indicó tam­

bién aquí con anterioridad, los grupos reactivos de 

los compuestos bifunoionales están separados preferi­

blemente, pero no necesariamente, por cadenas que con-'. ¡ 

tienen de 4 a 10 átomos de oarbono. Los radicales reao- 

15 tivos son oapaces de unirse de modo oovalente con los 

aditivos in ic ia les  y subsiguientemente, después de e l i ­

minar por lavado materiales no reaccionados,' -con la  

. enzima que ha de ser añadida en una operación subsi­

guiente, siendo entonces dicha enzima unida oovalente- . 

20 mente oon e l grupo funcional en o adyacentemente a la  

porción terminal de la  cadena funolonal así oomo tam­

bién simultáneamente adsorbido sobre la  matriz. Des­

pués de adición-de'la enzima a esta composición, se 

producirá un conjugado de enzima relativamente estable 

25 que posee a lta  aotividad y alta-estab ilid ad . Además,



- ' - la  composición 3e materia del presente invento posee' 

i . también apreciable versatilidad ademas de las  otras 

'! ventajas anteriormente enamoradas, por e l hecho de"

. que'puede ser empleada para preparar conjugados en';

5. . . la  ausencia de un soporte inorgánico, los cuales-son .

solubles sn medios áoidos o 6n medios áloalinós^ Sal 

como se indicará géguidamenté 'gen mayo? .detalle?-'de- 

pendiendo de los reaccionantes empleados, los conjúga-? 

dos retendrán su estabilidad en diohos medios odándo. 

10 sean; preparados en oombinacióñ con e l soporte inorgá­

nico de acuerdo oon los procedimientos indicadosibH 

la  técnica anterior. Por poseer, estas propiedades, 

es posible ampliar la s  utilizaciones para las  que se 

pueden emplear estos oonjugados.

1$ Ejemplos espeoíficos de mónómeros bifuncio-

nales o polifunoionales, hidrolizados polímeros o po­

límeros previamente formados que pueden estar adsor- 

- bidos inioialmente sobre e l soporte inorgánico in­

clu irán  poliaminas solubles- én' agua ta le s  como e tile n - 

20 . diaminá, diatilentriamina, trietilertetram ina? t e - . . '

traetilenpentamina, pentaetilenhexamina, hexametilen-.

* diamina, pólietilenimíDa, etc¿; poliaminas insolubles 

en agua ta les  como metilendiciclohexilamina, metilep-. 

dianilina, e tc . ;  polímeros naturales y sintéticos 

2$ .p a rc ia lm e n te  hidrolizados,'y polímeros previamente . -
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formados ta les  como nylon, colágeno, poliacroleína, 

polianhídrido maleioo, ácido algínico, hidrolizado de 

caseína, gelatina, e tc . Algunos ejemplos específicos . 

de 'materiales bifuncionales intermedios que pueden 

$ ser añadidos a loa productos antes enumerados- para

producir una matriz orgáaioa-inorgánica y que poseen 

las características necesarias indicadas aquí como 

anterioridad, inoluyen compuestos ta les  como glutaro- 

dlaldehido, oloruro de adipoílo, oloruro de sebacoílo, 

10 toluenodíisocianato, hexametilenodiisooí.anato, e tc .

Se observará que ouando una polietilenamina del tipo 

aquí indioado oon anterioridad es heoha reaccionar 

con glutarodialdehido en la  ausencia de un soporte < 

poroso inorgánioo, se obtiene un material soluble 

15 ácido aouoso, mientras que cuando una polietilenami­

na es hecha reaccionar oon un dlisooianato o un halo- 

genuro de áoilo, se obtiene un producto insolubla 

en agua. Inversamente, si un complejo de reacción 

sin e l soporte inorgánico contiene grupos oarboxilc 

20 lib re a rs e  puede obtener un oomplejo soluble a lc a li­

no. Debido a l gran exoeso de moleoulas blfunoionales 

intermedias, o dist andadoras, que se utilizan, la  

matriz polímera que;se forma contendrá grupos colgan- 

. tes que comprenden las molác^as distanoiadoras, ex- 

25 tendiéndose dichas; moléculas desde la  matriz y tehien-r
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. do radicales reactivos disponibles.en o adyacentemen­

te  a la s  porciones terminales de las  mismas que son 

capaces de -reaccionar con la  enzima,y de f i ja r l a  a 

la s  moleouias distanoiadoras .mediante enlaces cfoveP- 

lentes. Además, la  enzima,-ouándo es empleada debpués 

de que los reaccionantes que/no han reaooionad^ hayan 

sid§ retirados de-la matriz Qpgánioa^inorgániq^'ppr 

lavado, experimentará tamban, simultáneamente adsor­

ción en parte oon dicha matriz i. El hecho de f i j ó l a  

enzima solamente a la  matriz orgánica no afectará. - 

usualmente a la  dependenoiá de la  solubilidad del aglo­

merado con respecto* del pH dé.'la solución, pero cuan­

do e l soporte inorgánico es incluido ta l  como se. des-, 

oribe aquí oon anterioridad, e l conjugado to ta l e x - '.

* hibe a lta  estabilidad a lo largo de un margen de pH 

relativamente amplio de 3 a 9 , siendo también, desde 

luego, la  estabilidad una función de las oaracterís- 

- t ic a s  óptimas de pH de la  enzima partioular empleada 

asi como también del;soporte inorgánico utilizado.

Por lo tanto, es evidente oon-facilidad que se formará 

una matriz o rgáni oa-ino rgáni oa- apropiad a que sea ap li- 

. cable en muchos casos con e l material de soporte ad­

sorbiendo uno cualquiera del tipo de materiales des­

crito s  aquí con anterioridad que son conocidos en la  

técnica, y luego será tratada oón cualquier molécula

— 2 4 * —
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bifuncioñal que también sea conocida en la  técnica 

y sea funcionalizada de modo apropiado para reaccionar 

con e l aditivo original, oon ta l  que se u tilicé , un 

. éxóeso suficientemente grande de la  molécula bifun- 

oional para proporcionar grupos oolgantes que sean 

capaces de reaccionar subsiguientemente oon la,enzima 

qu§ .se desee inmovilizar, ptíl&zando setos grupos ool^ 

gantes fw oionalcs como un lugar de fijao ió n  p a ra la s  

enzimas, esto permitiré que las  enzimas tengan* una 

mayor movilidad y permitiré por lo tanto que la  a c -' 

tividad c a ta lít ic a  de la  enzima permanezca en un a l-  ¡ 

to nivel por un período de tiempo relativamente mée 

largo que e l  que se alcanzaré cuando la  enzima haya 

sido inmovilizada por oualquiera de los otros meto- 

. dos ta les  como oolusién en un retíoulo de gel, adsor-r 

.cion  sobre una superficie sólida o reticulación de 

la  enzima por medio de reaotivos bifuncionales, etc...

No obstante, no todas las formulaciones produoirén .'< - .

' . resultados equivalentes en términos de estabilidad 

ó de actividad.

. : Ejemplos de. enzimas que pueden ser inmovi- . !

Üzadas por una reacción de unión oovalente y que ¡

contienenun grupo amino oapaz de reaccionar oon un 

radical aldehídico. o isocianato del grupo colgante i

qúe ésta fijado a*un material polímero ocluido y ad-. ! j

- * - . .  ^  ^  * * * . . *
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sorbido dentro de los poros de un material de sopor­

te poroso, incluirán trip sina, papaína, hexoquinasa,; 

be t  a-galact osidasa, f  i  ciña -brome la í  na, de shid ragenasa

lá c tic a , glucoamilasá, qui^btripsina, pronasa^ apila-
- . . ..  ̂ ^

sa, invertasa, amilasa, gluoósa-oxidasa, pepsina, re- 

nina, proteasa fúngioa, etq/.-En general, puedá u t i l i -  

zarge cualquier encima cuyq lugar actlVP no está im- . 

plipado en la  unión povalente. -Si bien la  discusión 

antes mencionada se. centrabá'én grupos colgantas.que 

contenían como un radioal funcional situado sobre 

e llo s un,'grupo aídehídico p.isocianatq, tambi&i-está 

considerado dentro del alpi3n0e .d e .este invento que e l 

grupo.colgante puede contener otros radioales funcio­

nales oapáces de.reacciónar con radicales carboxi, 

sulfhidrilo u.otroB, usualmeiite presentes en enzimas/ 

No obstante, la  unión oovalente de enzimas qu& oontie- 

nen estos o trosrad ica les con otros grupos oolgantes

puede no realizarse necesariamente con resultados 

equivalentes, y. puede implidár también dostos apreoia-' 

blemente mayores para preparar compuestos intermedios. 

Ha de entenderse qué la  enumeración antes menoionaáa 

de soportes solidos porosos/ monómeros, hidrolizados, 

polímeros y enzimas, es solo .representativa de las  

diversas oíases de compuestos que pueden u tilizarse, 

y &gp..el' presente inventorinb ha de estar limitado ne-



oeseriamente a e llo s .

. La preparación de las composiciones de mate-' 

r ía  deí presente invento se'efectúa preferiblemente en 

una operación de tipo discontinuo ta l  oomo ya^se^ha 

descrito oon anterioridad oon detalle, s i b ien 'está 

considerado también dentro del aloance.de este .invento 

que la  formación de la  composición de materia-termina­

da puede efectuarse tambión en un modo de trabado con­

tinuo. Cuando se u tiliza  un trabajo de tipo continuo, 

una cantidad del material de soporte sólido porqao.es 

colocada en un aparato apropiado, que uaualmehte cons­

tituye una columna. El material de soporte sólido po­

roso puede estar en cualquier forma deseada, ta l  como 

polvo, granulos, monolitos, e tc .,  y es cargado en la  

columna, después de lo oual una soluoión preferiblemen­

te acuosa, por ejemplo de una amina polifunoionaí, es 

puesta en contacto con e l soporte poroso hasta que es­

te último este saturado con la  soluoión de amina, y 

e l exqéso es luego evacuado .̂ Una moleoula bifunoional 

di st alaciad ora o intermedia, t a l  como glutarodialdehido, ' 

es puesta en oontaoto luego oon e l soporte saturado.

Por Iq tanto, la  formaoión de la  matriz polímera se 

efectúa en un, sistema acuoso, , efectuándose dicha reao- 

ción durante un período de tiempo que puede osoilar en 

una duración de 1 a 10 horas, pero que usualmente e s '
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de corta duración. Despu.es de eliminar e l  glutaro- . 

dialdehido en exceso por evacuación y separación por 

lavado de cualesquiera materiales solubles en aguaíy 

que no hayan reaccionado, lo cuál en e l caso dê  una

poliamina se efectúa preferiblemente con una solución . 

tampón que posea un pH de aproximadamente 4, una'splu- 

cion acuosa de la  enzima es puesta en contacto q re- 

oirculada a través de la  columna, eféotuando esta^ope-^ 

ración una unión oovalente de dicha enzima concias 

grupos aldehídioos terminales d é la s  moléculas^oolgan-

.tes funcionalizadas que se extienden desde la  matriz.
. -) a

Esto ocurre hasta que ya no hay mas adsorción f ís ic a  

y/o.unión oovalente de la  enzima con la  matriz orgá- 

nioa-inorgánica y moléculas colgantes. La enzima en 

exceso es recuperada* en .al fluido saliente después de . 

evacuar y lavar la  oolumna. Por lo tan to 'la  columna 

está dispuesta para .utilizarse en reacciones químicas 

en las  cuales ha de tener lugar e l afecto ca ta lítico  

de la  enzima. Los métodos se.realizan en su mayor par? 

te dentro de los parámetros de .tiempo, temperatura y . 

concentración aquí desoritos oón anterioridad en e l ... 

.método de tipo discontinuo, y.'darán como resultado - 

complejos de enzimas inmovilizadas comparables*. También 

. está considerado dentro del alcance de este invento 

e l hecho de que con.modificaciones apropiadas de los

- 2 8
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parámetros* de pH y de temperatura, que resultarán 

evidentes para los expertos en la  materia, los proce-', 

dimientos pueden ser aplicados a una amplia variedad 

de soportes porosos inorgánicos, de reaccionantes fo r- 

madoros de polímeros, y de enzimas.

., Loe siguientes ejemplos están dados oon f i ­

nas de ilustración de las  nuevas composiciones de ma-
 ̂  ̂--

. te ria  del presante Invento y de métodos para preparar 

las  mismas. No obstante, estos ejemplos se dan'tm$ra- 

: -mente oon fines de ilustración y ha de entenderse que 

' e l presente invento no está  necesariamente limitado 

. 'a e llo s . ;

. . . EJEMPLO 1:. ' r.. ..*... """*
En este ejemplo, 2 gramos de un cuerpo com­

puesto de sílice-alúmina poroso que contenía fosfato 

de boro incorporado en é l , con un tamaño de partículas 

de mallas 40-80, un diámetro de poros que oscilaba en- - 

* tre aproximadamente 100 y aproximadamente 55.000 

. Angstroms^y una superfiole específica de aproximada- .

mente 150-200 m^/g, fueron utilizados en calidad del 

.soporte inorgánico para la  nueva composición de mate- . 

r ia  del presente Invento. Este soporta fue caloinado 

a una temperatura de aproximadamente 260sp para e l i ­

minar cualquier cantidad de humedad adsorbida' conteni-

29



da en é l .  Después de e llo  e l soporte fue tratado con 

25 mi de una soluoion acuosa a l 4% de tetraetilenpen-^ 

.tamina a la  temperatura ambiente durante un período - 

dé 1 hora en vaoío para fa o ilita r . la  penetración de 

5 lá  solución dentro de los poros del soporte. Luegol la

soluoion no adsorbida en exoeso fue deoantada, habien­

do sido adsorbido apropiadamente 85% de la  te ta a e ti- 

lenpentamina dentro de los poros del soporte.-Después 

de esto, e l soporte húmedo fue tratado .con 2 $ mi'de- - i  ̂ ^" ' .  . '  ̂ ^ -T
10 .1 una solución acuosa a l 5% de glutarodialdehido a la  .

.  ' ' - . . . .  .  '  ̂ __ ' *̂*̂ *̂>
7 ' * temperatura ambiénte y tuvo lugar una reacción jsa.si

- inmediata con la  formaoion de,un producto -de reacción 

insoluble.tanto sobre la  superficie como dentro de 

/ l o s  poros del soporté. La solución de glutarodialdehi- 

1$ . do en exoéso fue luego decantada y e l oomplejo orgáni-

' co-inorganioo fue lavado para eliminar reaccionantes 

-no reaccionados y no adsorbidos, efectuándose dicho 

lavado primero oon agua.seguido por lavado con una so- 

' .. luoión tampón de abatato 0,02  molar que poseía un pH 

20 de 4 ^ 2 ,.efectuándose la  operación de lavado a una

temperatura de 45^0. Después de.ello  se ahadié una so­

lución de enzima que contenía aproximadamente 200 mg 

de gluooamilasa por 25 mi de agua, y se la  dejé reac­

cionar con é l cuerpo oompuésto. a lá* temperatura ambien- 

2 5 te durante un período de 1 hora. Al fin a l de este pe-
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riodo de 1 hora, la  solución de gluopamilasa en ex- 

¡ ' ceso fue decantada y e l conjugado de\enzima fue la - ', 

vado con agua para eliminar cualquier enzima no f i ­

jada y/o no adsorbida. Luego la  composición fu e^ li- 

$ xiviada durante un periodo de 24 horas con uná solu-

oián tampón de acetato s ig ila r  a la  d escrita ,aq ^

' oon anterioridad. La cantidad de enzima adsorbida

y/o unida oovalentemente fue determinada por qii oro-

análisis-por cromatografía gaseosa Dumas tanto- an-
- . - - .

10 tes como después de adición de la  engima. Luego-se '

determinó laaotiv idad  del conjugado de enzima, me- 
. ., . . . . .  - '  ̂̂

diante la  cantidad de glucosa producida utilizando

* úna solución de almidón diluida a l 30^ en calidad ' 

de substrato a un pH de 4)2 y a 60^0, y empleando e l 

15 método de glucostato de Worthington para analizar

glucosa, siendo considerado este último como SI meto- 

do más digno de ocnfianza'para determinar l a .u t i l i ­

dad,del produoto conjugadc. Se obtuvo por este meto- 

*do una actividad de 28 unidades por gramo de sopor- 

20 - te oon una oarga de enzima de 29 mg/g de soporte

(representando una unidad la  produooióñ de 1 gramo 

dé glucosa por hora a 60^0 de acuerdo con la s  especi- 

ficáciones de a n á lis is ) . Se observará que a pesar 

de.la  conocida solubilidad a pH de 4,2 del conjugado 

25 de enzima ouando se prepara en la.ausencia de un so-

- . ! ' ' . --31  -  . _
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porte inorgánico, se produjo una despreciable perdi­

da de enzima desde e l  complejo inorgánioo-orgánioo - 

combinado durante la* lix iv iación  con la  solución^ am­

pón de pH 4 ,2 . Está fue demostrado analizando^!.

fluido saliente de este tratamiento.
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- ; ' .EJEMPLO I I  . - I \
- ' ,  * - -  ̂  ̂  ̂ v

En este ejemplo se siguió e l método del
* ' . - * T -s -s-! ^ -

Ejemplo.I con la  excepción de-que e l soporta poroso
' * ' - .* y y . . .. . -  ̂  ̂ .

inorgánico tenía,un tamaño de partículas.de mallas . 

10-30. Éste cuerpo compuesto de sílice-alumina^qúe. .

contenía fosfato.de* boro incorporado en e l  fu á 'tra ta ­

do con tetraetilenpentamina, glútarodialdehido y glu- 

coamilasa de una manera sim ilar a la  indicada aquí 

conanterioridad. Se obtuvo un; complejo de enzima 

inmovilizada, activo, aunque.probablemente.se produce 

. una actividad disminuida a oausa de un problema de 

difusión,, debido %  m ayor tamaño de partioulaa del 

cuerpo oompuesto,.y '

' . '"EJEMPLO I I I  .' 7' . "

De una manera sim ilar a la  indioada-en e l 

Ejemplo 1-anterior, 2 gramos de un cuerpo compuesto 

de silioe-alúmina que poseía las  mismas característi­

cas f ís ic a s  de tamaño de partículas, diámetro de po-
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ros y superficie específica que se indican en e l ' 

Ejemplo I ,  fueron tratados con una solución en aceto-' 

ha de tetraetilenpentamina y seguido por una solución 

de tbluendiisocianato también en acetona en lugar de 

5 glutarodialdehido acuoso. Después de decantar la  so­

lución de dilaooianato en axoeso y de lavar con,agua, 

e l  complejo orgánico-inorgánioo fue tratado adicional- 

mente con una solución acuosa de glucoamilasa.,Igual 

que en e l Ejemplo I ,  e l produoto terminado comprendía un 

10 complejo de enzima activo, completamente insoluble.

EJEMPLO IV

Para ilu stra r  e l hecho de que pueden u t i l i ­

zarse diversas oonoentraciones de soluciones para pre- 

15 parar e l producto deseado, se repitió  e l método indi­

cado en e l Ejemplo I  anteriormente, con la  exoepoión 

de que se utilizaron soluciones más concentradas de 

los diversos reaccionantes..Por ejemplo, 2 gramos de 

un cuerpo oompuesto de sílioe-alúmina de mallas 10-30 

20 fueron tratados con 25 mi de una solución a l 20% de

tetraetilenpentamina, y tras decantar se le s  añadieron 

50 mi de una solución a l 25% de glutarodialdehido. Es­

te complejo, después de lavar, fue tratado luego con 

glucoamilasa acuosa parg preparar un conjugado de en- 

25 zima inmovilizada que mostró una actividad de aproxi- .
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maáamenté 12 unidades por gramo, basado en e l ensayo 

de glucostato.

EJEMPLO V

A un cuerpo oompuesto de sílioe-aluminá que 

comprende 3 gramos de partículas de mallas 10-30, ¿e 

añadieron 25 mi de una solución acuosa a l 55* d§̂  coláge­

no parcialmente hidrolizado, que estaba en lugar/de la  

tetraetilenpentamina. Después de decantar y d e tra ta r  

con glutarodialdebido, la  matriz orgánioa-inorgánica 

fue lavada y luego tratada con una solución defgluco-

amilasa.-La composición de materia terminada fue tra ta -
* * . . ( 

da de una manera similar a la  indicada antes en e l

Ejemplo I ,  por decantación; lavado y lix iv iación  con 

una solución tamponada (pH de 4)2) para proporcionar . 

un conjugado de enzima inmovilizada que tenía una a c ti­

vidad de aproximadamente 10 unidades por gramo.

' .EJEMPLO VI

sata ejemplo un ouerpo oompuesto de s íli?

.oe-alámln§. que tenía un tamaño de partículas de mallas' 

10-30, un;diámetro de poros que oscilaba entre aproxima

damente/ÍOO y aproximadamente 55.000 Angstroms y una 

.superfioie.específica de desde aproximadamente 150-20Ó ' 

m /g ; fue tratado añadiendo tetraetilenpentamina en una



. solución-acuosa a l 1% de colágeno parcialmente hidro- 

.! lizada,.utilizándose e l colágeno como un agente de

unión adicional. Después de- evacuar y de hacer reac­

cionar oon glutarodialdehido, la  matriz orgántca-inor- 

5 gánlca fus tratada luego oon una solución de giuóoami-

l a s a  de. áouerdo oon e l método general del Ejemplo I 

para preparar un conjugado de enzima activo. ..

: EJEMPLO VII

10 Para ilu stra r  e l haoho da que pueden u t i l i ­

zarse diversas enzimas para preparar las  composiciones 

de materia deseadas, un ouerpo oompuesto de s í l ic e -  

-alúminá que contenía fosfato de boro incorporado: eñ 

e l ,  fue tratado con una soluoión de tetraetilenpenta- 

1$ mina, fue deoantado y lavado, seguido por adioión de

una soluoión de glutarodialdehido, y e l cuerpo compues­

to resultante fue tratado luego oon una soluoión 

acuosa de laotasa. Esto produje un oonjugado de enzi­

ma activo. Pueden u tilizarse mítodos similares para 

2o f i ja r  enzimas ta les  como proteasae, gluoosa-isomerasa,

y gluoosa-oxidasa para produoir conjugados activos. '

2$  .

- . EJEMPLO VIII

En este ejemplo, una columna que poseía un 

diámetro in terior de 20 mm contenía 14,2 gramos de un
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conjugado de enzima activo preparado a p artir de 

glucoamilasa que fue unido a un soporte poroso de 

sílice-alúmina de mallas 10?30 que contenía fosfato- 

de boro incorporado en é l , habiendo sido preparado e l 

5 conjugado de una manera sim ilar a la  indicada antes 

en e l Ejemplo I .  La oolumna fue utilizada, de modô  

continuo durante un período de 30 días a una tempera­

tura de 45SC para hidrolizar una solución acuosa.di­

luida a l 30% da almidón, qup había sido tamponada a 

10 un pH de 4 ,2 . El fluido saliente fue vigilado jen <*

cuanto a la  producción de glucosa utilizando e.l-méto­

do de gíucostato de Worthington. Se encontró que no 

había pérdida apárente de actividad de enzima durante 

este período de tiempo y que e l porcentaje de conver- 

15 sión.de almidón en glucosa a esta temperatura y en 

un caudal de aproximadamente 1$0 mi por hora, era de 

62%. .

EJEMPLO 'IX

2Q ' . Con e l f in  de ilu s tra r  e l hecho de que pue­

den u tilizarse diversos substratos p soportes para 

preparar la s  composiciones de materia deseadas, un 

monolito recubierto con alúmina que consistía en un 

cuerpo cerámioo alveolar con canales de gran tamaño 

25 conectadores fue tratado de una manera similar a la
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indicada eh e l Ejemplo I  anterior, es decir e l  mono- 

l i to  fue tratado con soluciones de tetraetilenpenta- 

mina, glutarodialdehido y uná enzima de glucoamilasa, 

llevándose a cabo e l tratamiento en una operación su- 

oesiva que inoluía los procedimientos de decantación, 

lavado y, lix iv iación  anteriormente descritos# El mono­

l i to  perámioo original poseía un peso en seco de 256 

gramos, de los cuales un 13% oonsistia en un recubri­

miento de alumina. El conjugado de enzima inmovilizada, 

terminado, fue inoorporado dentro de una columna don- ' 

tro de un tubo de vidrio que 'tenía un diámetro in terior 

de 70 mm oon e l f in  de que pudiera ser hecho trabajar 

continuamente mediante un aparato de bombeo apropiado, 

dentro de un recipiente de temperatura controlada,- 

siendo mantenido dioho raoipienta a una temperatura de 

45^0# Durante un período de 40 días de utilizaoión oonr 

tinua para la  h id rólisis de una solución de. almidón di- 

luida tamponada a l 30%, se encontró que sólo se había 

perdido aproximadamente 3% de la  actividad original 

. del* oohjuggdo de enzima mientras se mantenía un. caudal

- de aproximadamente 85 mi por hora. Además, se enoontró, 

que durante e l período de 40 días hubo una conversión ;

. ' de. aproximadamente -80% del almidón en glucosa. Ĉon e l 

f in  de estudiar aún más las  propiedades del sistema,

- se efectuaron variaciones subsiguientes en e l  caudal,
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ábrante lo, cual se encontró que con un caudal de 

"í aproximadamente 38 mi por hora era posible obtener 

una conversión dentro óel margen de desde 92-93^ de 

almidón en g lu cosa/E l período de tiempo relativamen- 

$ te  largo, durante e l  que se U tilizó esta enzima para

oonvertir almidón en glucosa Bin ainguna perdida Sig­

n ifica tiv a  de actividad de enzima bien sea por de- 

. soroión bien sea por inactivación, indicó un la rg o - 

tiempo de semivida del catalizador. \

10 , "  " * . - . . ' ' . '
' ' EJEMPLO X

¡En este ejemplo se preparó un tipo de conjugado 

de moAol&Üo y una columna sim ilar a como se describe en el 

Ejemplo IX, con la  exoepoi^n de que la  enzima,que se 

.15 u tilizó  para preparar e l complejo comprendía laotasa

en lugar de glucoamilasa. El conjugado fue ensayado 

en ouanto.a estabilidad bajo una circulación continua 

a l tiempo que se mantenía la  temperatura a 37^0, du­

rante un período de 29 días. Se enoontró de nuevo que 

20 no había perdida aparente de actividad del oonjugado

de enzima inmovilizado. Esta enzima inmovilizada fue 

utilizada en e l tratamiento de una solución de lactosa 

a l 5% que había sido tamponada a un pH de 4 ,2, siendo 

cargada dicha solución de lactosa en la  columna con 

25 un caudal de 54 mi por hora. Se encontró durante el pe- .
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riodo de 29 dias que había una conversión aproximada­
mente de 35% de lactosa en glucosa y galactosa.

5

-  REIVINDICACIONES -

- 10

Los puntos de invención propia y nueva 
que se presentan para que sean objeto de esta soli­
citud de Patente de Invención en España, por VEINTE 

15 años, son los que se recogen en las reivindicaciones
siguientes:

1 8 .-  Un método para preparar un conjuga­

do de enzima inmovilizada que comprende una matriz 

orgánica-inorgánica combinada que consiste en un so- 

20 porte poroso inorgánico que contiene un material po­

límero orgánico adsorbido y ocluido en los poros del 

mismo, conteniendo dicho material polímero grupos col­

gantes funcionalizados, y una enzima adsorbida junto 

a dicha matriz y unida covalentemente con los radica- 

25 le s  funcionales de .dichos grupos colgantes de dicho
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25

material polímero orgánico en o adyacentemente a las por­

ciones terminales del mismo, el cual método comprende tra ­

ta r  dicho material de soporte inorgánico con una primera 

solución de un monémero bifuncional o polifuncional,'"de 

un hidrolizado polímero o de un polímero previamente for­

mado; eliminar la  solución no adsorbida; poner en contac­

to dicho material de soporte inorgánico con un exceso re- 
!

lativamente grande de una segunda solución monómera bifun­

cional para formar dicha matriz orgánica-inorgánica; aña­

d ir una solución de enzima a la  matriz orgánica-inorgáni­

ca resultante; y eliminar los materiales no reaccionados.

2 a .-  El método de la  reivindicación la , en 

que dicha primera solución, dicha segunda solución, y di­

cha solución de enzima son todas e lla s  soluciones acuo­

sas.

3 - . -  El método de la  reivindicación la , en 

que como soporte o vehículo para dicho monómero bifuncio­

nal o polifuncional, dicho hidrolizado polímero o dicho 

polímero previamente formado se u tilizan  disolventes or­

gánicos baratos ta les  como acetona y tetrahidrofurano.

4 3 .-  El método de una cualquiera de las re i­

vindicaciones 13 a 3-! en que dicho segundo monómero b i­

funcional tiene grupos reactivos que están separados por 

una cadena que contiene de 4 a 10 átomos de carbono.

53 .- Un método para preparar un conjugado
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de enzima inmovilizada.

Tal y como se ha descrito en la  Memoria 

que antecede y para los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de cuarenta y una ho- 

3 ja s  escritas a máquina por una sola cara.

Madrid, 0 7. ^ ' *
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