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Ia presente inveneidn se refiere a un procedimiento para
el anflisis de los Pri-glicdrides en los 1lfquidos acuobos y mis
pariicularnente 8 up perfoccionamliento de la hidrélisie de los éotes
ros flicerinadon de dcidos grosow combenidos én dichos lfguidos, |

g pﬁ:?eaeme invencidn resulta particvlarsente ndecusda poe
va ol andlisis de E.aé‘ trimglicéridon en e:. puere sansuineos log trie
gliaéridos son 1ipidos sorosos que se conjugen con protveinas plésmd-
ticas pove foymar lipoprotelsnas, Los itrie-glicedridos se .ﬁia‘bingnﬂn do
otres lipoproteinas poryue contionen fosfolipides, colesbterol y dstg
reg de colesterilo, E enflisis de los tri-glicdridos en ol suero
o8 de gran impordancia para el diagnfotico médico. Por ejemplo, se
eres que log niveieﬁ altos de trieglicdridos en ol suoro estdn relaé
sionados eon la formacidn de lesiones artercselerdticas op ol cuerpo.

El método eldsico de modicidn de lom triwgliedridos neaesi
$a lao demoomposicidy de los lipoproteinas de trieglicéride y la obs
tencidn de glicerol, 14 medicidn do 1z eantidad de glicerol producie
da proporeiona uns medida de los tri-glicéridos én el svero, También
puedsn utilizarse reacciones de copulacidn, '¢on un lndicador, paras
proporcionar vna indicacidn de la cantidad do glicerol en wnn mucge
tra, Yos mdtodos cldsicos de andlimis de los trimglicéridos en ol
suero han necesitado de la hidrdlisie qu:tmiga para la saponificacidn.
Segtin dichoz métodes, lu fraccidn li;:i&iea dol euero o6 extraye moe
diante disolvontes orzdnicos y se eliminan los fosfolipidos, ya que
darante la saponificecidn tanbidn proporeionan glicerol libroe Die
¢cha exiraccidn tenfa que ser roalisads con un alisorbente de fosfolipi ‘
des o oon un sisbeme de disolventes que exirala preferentemente los
tri~glicéridon, Ambos métodvs resvlisban relativamente incémodon y
nt convenian & la subomatizecidn, s recicntemente, han sido deaarr-g"
llados otros métodos de endlisis de los trieglicdridos: Segin wn mée ~
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todo. los trieglicéridos en ol suers se hidrolizan en un sistems de
ongimas copuladag en el éual, el glicercl rosultante, es ounantificom
do por medicidn ocindbica de la res:cién estalisads por doshidrogoné~
ss de glicerol y dimuoledtido de nicotinsmida y ndonina, B otra
reaccifn, en la cunl log trimglicdridos se hidrolizanm & slicerol por
papondfiosoién aleohSlion, se omplean rescciones enzimdticns parn
proporcionar la sopulacién do sodoves para el mndlismis del glicerol.

Dichos métodos cstén mgiutmﬁaa en remimones respoativoe
ments numeredos OL3 y O1l4 de la pdgina 57 del Clinieal Chemistry,
Volumen 20, mimeyo 7, 1974, Lo Fatente estadounidense 3,703.591 a
favor ds Dusolo y col., de 21 de noviembye de 1972, ce refiere a un
anflisis de tri-gliedridos en el cunl los tri-glicéridos en ol supw
86 hidrolizan tanto por una lipage como por una proteaga y en el
cunl se utilizan reacaioned de coptlacidn ensimdticn para proporcite
nay unn indisseidn espeotrofetométrica del glicerol producido en Ja
regzibn ultraviolote, Ia lipase utilizada es Rhizopus dolemar la
ousl, para fines de sndlieis, no ataca 1a Lipoprotofna de tri-glicd-
rido ain ¢l uso 4o uns protensa, Ia Patonte ootadounidense 3,759,793
& favor de Stork y col,, do 18 do eseptienbro de 1973, tambidn s¢ re
fiere a ln hidrélisio ensimdtics de trleglioéridos en el suerc en
un andlisie espectrofotonftrico en wltravioleta.

Miontros quo los mencionados undiisle producen con éxitio
1a hidrdlisis nocesarie pava la renlizacidn favorable de dicho andm
Yioie, los costes pars realicor un nneiliaié pueden rosultsr extrombe
damente olevados dobido al precio de las necesardas ensimap peybicuw
lares, Hientran que ec deponble, on 1a proparacidn de renctivos y
la yoslizecidn de ondlisic, utilizar 1o engime eimple, uns ensima
sinpla utilizada on cuntidados suficientes parn efectuar la hidrée

linis complote puode reculior miy costont,
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Las proteasas, por su Indole miems, hidrolizon o destroe
zan ine proteinas. Ius engizns que se usan aqul eon protefnan, Asi,
ilng lipasas c;t;ca insorporan proteasas, son nenos sstables. Por comgi
guiente, su upb rewsults cenos obmodo ¥ m,Ss eoshosts Bn la espectrofg

5y tometzdn hay mds wubstanalas shoorbentes cue pucden interferir con
los engayos en ls mg;iéﬁ ultraviclets que ocon los eusayos en la Yo
gidn virible. Lon espectrofotdmetron de medicifn en ulitravioleta
son mds enros gue los qus pucden usarse en el e¢cpectro visible.

' Por 1o tanto, wno do 1os objetos de lx presente inveneidn

10, @8 ol ds proporelonar, en un método de andlimis de Ssteres glicerie
nedos de doiGos prasos en usa selucidn acuope en le cual se hidroli
wan los futeras, el perfeccionamiento que consiste em wasy unu lipa
gn gue comprende lipasa Rhilzopus drrhizus, y en el vual 1a cantidad
de lipass Mhizopus srrhizus necesario para lu hidfolisis puede ser

15 rofueida frante ¢ lo cantided do lipesa fhizoms errhizus necosaria
para rouelizay gols la hidrflisin,

g un objeto éaz:ecifico de la presente invencidn propore
elonsr un mdbodo y una lipasa pesrf@caiemﬁas pare hidroiizar laa
lipoprotefnas do tri-sglicdrido en el suero sausudnes en 6l cusl, ¢l

204 perfegeimamiento, comprende ¢l uso de umn lipena que sonsta de lis
| basa Bhizopus avvhitzun y lipsss Candisda eylfmémaaa.

Resumiende, cexnin la progente invenciln, so proporclona
u lipesd aue consta de 1ipnss Bhisopts sm*hizué ¥ ‘A;ipmaa Candidac
cylindraces ¥y so wbilize pesra la hidrdilisie de dpteres glicerinadon

25, de doidos grases pury bidrolisay loe defores para prodwcir glicerol
y'éciaae grases libves. Bl glicorol se mide por medios convéncionaw
loa,

La presente inveneidn conviene pays numeroses snilisis pee
yo enfose prinsipalmente la hidrélisis de Iippproteinssde slicdrido

30, en el suers on un endlisis de tri~s1zlicéridos‘ Uﬂa o las nuneropss
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formas que pucde tomer un andlisis & tri-glicéridos sme detalln a

eontimuacidng
Hal » OUOR, - ng - DR RlﬁOQH
HCw» OGGRZ lipasa R O - OH * REGOOH
EyC - 000R, o0 - o8 RyC00H

Bl slicerol es fosforilado con trifosfato de adenvsine {(AYP)
en presoncia de gliserokinase (3K) a l-fonfato de glicercly

HOwOH « 429 G MO wOH + AP
HoG = CH : B0 ~ OH

B}, l=fonfato do gliceyol os deshidrogennde oon dinpcledty
4o de nicotinamida y adan:i.né. & fonfato de dihidroxiacetona. Eata
veacoidn es cotolisads con deshldrosenasa de fonfato d¢ glivercl
(GPDH) 2 '

0 w00, T
& 4 H,0 - 0%0,
HOwoOH+NAD 8P - HU~0 + NADH
H0 - ou HyG w. OH

Bl NAYH reduce violete de yodonitrotetragolio (INT) a su
fornagan ¢olorado con metosulfato de fennsine (PLS) como cs.mliw
dors
NADH + IN® PHS RAD 4+ INT » formazan
Bl Itfformssan te mide espectrofotométricamsnts & 505 xm,
Se ba descublerto que resulta mds convenionte separar lom

componentes requeridos para lap susodichias rescclones en un rongtie

vo ensimdtico de triwzliedrido, un reactivo tampbn de tri-glicérido,
un resctive INT do triwslicérido ¥ un resotivo diluyents do tri-gli-
oérido. Dichos reactivos pueden toney la ¢onsiitucidn sizuiente:
dientes tivo docllitro)s Iipass Rhiszopus arrhiosue
(en las santidedes expucstss en ol plrrofo 'Biemplost)



. 25,000 wnidades do doshidropumase de fopfato de glicerol
(misovlo de comejo) .
360 unidades de glicerolinmes (8s myeoderms),
Begetivo tampdn. de brie ____éw
Insradientos voo

54

)4 0,06 clorurs de magmesio
0,134 ATP
_ 1,315 NAD
Unidoden de lipsse Condida cylindracen (on las cantidades
104 expuostas on el pdrrafo 'Ejemploat) ,
Inaredienten ro resotivon: Tamponcs fosfdticos

Botabilisantes
Apente vegteriostdtico

15. g@egi_qntoa reastives (p/vl¢ G,03% IND

0,005¢% PMS

20, El sndlisis deserite mde arribs se yealizd con diferanten
propovoionsy de las dos lipmsas. Bn o) primer grupe de ejeuplos, ia
oantidad de lipasa Rhizopus apfhisus se fijé en 40 wnldades p.r one
Bayoy un ensayd anplizando 50v) por 0,05 ml de suere humano, "Ref,
nod." y "lef, slto" pe refieren respactivamento o pueros pasrén de

25, refersncin normel y alovado teniendo niveles reapeobivos de trieglie
eéridos de 140 mg/Gl y de 564 ma/dl, Se obtuvierom las extinciones

siguienten:
PTERRLO URIDADES BE s’J:'&HJID.é. EERINGION
CYLINDRAGEA POR ER55Y0 RER, HEDe REF. AL

X ' 4,2 0y X714 0,586
Iz _ 8,4 0,139 0,645
IIr | : 16,0 0,197 0,676
v 42,0 0201 0,673
v 53,0 0,201 0,677
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Ia lecture de la curva frente o los susodichos datos
pormitid optimisar 1 concentrasién do CUnndida oylindracea & 22 unle
dndos por ensayo, con un intorvalo preferids de 16 a 40 unidades
por ensayo, Ecte intorvelo proferido se funda an 8l hecho de que el

"uso do mis de 16 unidndes permite reslimar una hidrélisip subetane

cislmente ¢omplete y el ueo de mfe do 40 unidndes por snpaye produs

ge sastos innecasnrioo,
Pn loo ejemplos ol -miontes, se simuld ol procedimiento

detallado mds erriva y 1z consentracidn de Candida cylindraces me
£i36 & 22 unidadon por emsayo, Mn los ejomplos eijulentes, 26 usae
ron aueros patrdn de roforencia llemsdos raspectivamente "rof, med.”
¥ *ref, alto™ feniendo niveles normal y olevado de tri«-fslicéridm

de 140 mg/dl y do 564 mg/dl respectivamente,

WIIMPLO  UNIDADES D RHTZOPUS | EXTINGION

ARRHIZUS POR HHSAYO RER, NED, BERe ALYO
Vi 10 0,111 0,625
VIl 20 0s138 0,710
VIII 38; 3 ) 0'180 0,730
.4 48,3 0e102, 0,744
X 67,6 0,194 G743

Lo lestura de la curva pesmitid optimisar la concorbrem
eldn de Rhizopus nrrhisue a 35 unldades por expayo, oon un intoryvis.
lo preforido de 30 a 50 unidndos por ensdyo. Eote intorvalo se fime
ds on una hidrélicls lo pufisientemente complota al oxtromo infew
rlor ¥ sin Inourrir en snotos inceceparios en el extremo cuperior,

Se debe prentar atensidn sl tdrmino "unidad interaacigw
nal*, dado que dichs atencién suele folter en la literatura sobre
patentes, En el contexto presents, una unidad internacional de foe
tividad engimftion ge dofine por 1os micromoles 4o producto formem
dop por minuto ¥ por miligramo de protefrs on 1a enzima daje las

gondiciones dol ensayo. Asf, las manidades intsrnacionsles pucden

varier en &iferontes snilisis do la miswa cantidad de lipasa por po
#0 0 poxr volumen. Por ejorplo, ung emt_idad de lipdsa Rhisopus
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arrvhizus profucide por la Dochringer ‘Mar.mum Gorporation ¥ quo cone
tlesen, semin 1la etiqueta, 66,000 unidades/ml, fué snalizada en los
laboratorios en los coales ze x:ealiﬁaron 105 mencionados enseyos y

se determinaron 38,000 unidades/mi, Pastores de conversidn; tenione
4o ouents las variacionos de las condiofones del onoayos peeje prow
sencia do ¢trom engimss o pil diferente, puede;a sugendrorss foilmons
o, . ' p | .

Be d¢ nolar que la cantidad do. lipasa Bhizopue errhisus
requoridn cn 1o presente lipasa queds may reducida fronte a 1o oane
tided requerids en wna lipase que coneta dunlcamente de Bhdzopus
arrhizusy ‘ﬁc ge comprende el motive ds tal fémmeéo,yia presonte ifie
vau&icﬁn 70 puede quednr sujeta & la teorfa siguiente, Sin emborgo,
ge ores que la lipsss Rhlzopus srvhisus ataca las posieiones alfa

¥ alfaup;"imai‘n en lo lipoproteina de tri-gliclrido, ¥ la lipasa
fandida eylindraces ajeca la posicidn bete de dicha lipoproteina.

‘ ' | Bl térming trwglicdrido me uce aquf en ¢l mentido genérico
gue tiowe en la quinies olinisca. Los mono=glicdridos y los di-glicd-
ridos tambidn pueden hidrolisarso. Sin embarge, los ‘ﬁri-gliaéz*idoa
eonatituyen la forme principal do édsteres :licérinados de deidos zrg
zos ¢n ol euchos la presente invencidn es un perﬂ.’maicmmia&mtu do
1s hiarfiiels de las ipoproteluss de los trieslicfridosy §6 hay
ningung intencién do limitar o) sloanse de la imvencidn por ol uso
d¢ componentes parviculares de reaccién de copulacidn de colores.
£l perfeccicnmmionto dosorido pérmite hidrolizar las lipsprotofnas
de triegliodrido, al mipmo tiompo que reduse el coste de un anali;-
sig medionte 1a reduccliéa de 1o contidad de Rhisopus arrhisis .requexg_

dm. Ia literatura oitads, asi coms cuwalquior otra literaturgsfe¥vis
»é de g_aia;_,g los béenicos para la prepuraeidn de otrus verianten

de lu presente imvenoién de lee cusles no se ha hecho aqui menaidn
eapesifioeg
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REIVINDICAGIONES

8¢ reivindica como objote de la prescente Patonte de Ine

vanei.&ﬂi

18 ~Procedimiento pars o1 andlisiz de los trimglicéridos
en los 1fquidos nguosos, en ol que ol veactivo utilisado para le
hidrflisio do un dater slicerinpde do doldos gravos durate un ande
lisis del contenido en dicho doter en un Lfquido acuoso, § que come
prende uns lipson, so caractoriss por el hocho de que dicha lipama
sovsta de una mozols de lipass Rhigopus arrhizus y lipusa Candids
eylindragen,

| 28, ~Procedimiento pars el andlisis de los tri-glicéridos
on los liquides senosos, sogfin 1a reivindicacidn 1, cuyo remctive
utilizado parc el apnfiisis de los trieslicéridos en el suoro, se
carmetorisa por el hocho de proporcionar de 30 & 50 unidades de li-
peos Rhisopus arrhizus pare ol endlisip de 0,05 ml de¢ mmero, '

I peProcedimionto pars ¢l andiiaia do loo trdeslicéridos
en oo Liquidos scuosos, sesdn lus voivindicacioness 1 § 2, cuyo
reaotivé utilizndo, s6 osrasterise poy el hecho de proporeionay de
16 & 40 unidnden de lipasa Candida oylindracen por oade 0,05 ml de
£uerD,

4 y~Provedimionto pars el andlisis de los trieslicéridoes
on loe Liquidos acuceos, megtin las reivindisaciones sntoriores, que
se oaracterisza por ol hecho do u%ium um combinneién de renctivos
pora forpay un reactive pare la hidrdlisis de un dster slicerinndo
de deidos grasos durente wm andlisie del oontenide en dicho éster
en un Muido acuvso, gque consta de un reactivo enzimdtico constitufe
d0 por lipuce Rhizopus errhizus, cetalizadorom de reaceidn, estable
ligabte, y wi roactivo tampén que comprende lipnsa Candide oylindyas

datky
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58 Procedinientoe para el andlisis de log triezliddridos
on Yon 1iguidos acucsos, segin la reivindicmsidn 4y que se caragtee
rizs por el heché de que la combinncidn de reuctivos.pare snplizar
win golucidn aouops gue comprends suerd, prozaorciané 16 & 40 unida=
dets de lipzea Candids cylindracon por cada 0,09 ml de diché BUETO.

68 4~Progodimiento pare el andiinsip de lom trisgilodrides
an 10:-3 1&@&1&#& atuoaos, cezin 1o reivindicmeidn 4 & 5, que se cae
racteriza por ol heeho de que 1o cosbincoidn de resctives proporeions

de 30 & 50 unidades de lipase Rhizopus arvhimus por cada 0,05 =l de
diehd muerte '

Th=Procedinionto pars ol anflisis do los ﬁri-glieéri&oa
on los llquidos moucsos, segin las reivindivacionss anteriores, cum
yo. método emplendo pm el zaflisic de un 1fquide acuoss que contiene
un doter glicerinade de doidos gr@oa, comprendiendo la hidrélisis
do diche dater pare producir glisercl y deldos grosoes 1ibree son 1ie
paee ¥ ol andlisis de la centidad de glicerol producida, §¢- carace
torizn por el hecho de que la hidrdlisic do diche ds¥er se cfeciua
oon una lipasn quo congte de lipaca Ehizopus avrhizus y lipass Omne
dida eylindracen, A

88,~Proccdimiento parz el andlisie ée log triw-zlicéridos
en los liquidos mcuosos, segin 1a reivindioneiln 7, quo se i:mmcte—
vize pov el hochy de gue el mdtodd utilivedo pore suelizer diche .
1fenide acuoso comprondiendo suerd, proporcionz de 16 a 40 unidades
do lipasa Gmﬁida oylindracea por cada 0,08 ml de ﬂia‘m selucién
AOUCEE. _

95,*&’9@@'31&1‘:921130 pare ok sndlisis de los tﬁ-@li:cérmes :_.
on los 1iquider acuosos, pegin las ieiﬂnaioaaione's 7 u 8y que se
paraoteries por el hecho de quo el método ubilisado pars enelizay

~ una solucidn acuosa comprendiendo suerc proporeiona de 30 & 50 unie

dades de lipaca Bhizopus avrhisus poy cade 0,05 ml de dicho ouero,
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108, ~Procedimiento pars 6l anfliste de 108 triwglicdrides
en loo Liguidos scucpes, serdn lns reivindicaciones 8 & 9y que ¢
sterdza por el hechy de gue en ol método ntiiima&c el aludido
lfquido meuomo y dicha lipasa go incuban durante dies minutos a

378 0

118, ~PROCEDTIENZO PARA BL ANALISIS DE LOSMI~GLIGSRIDOS
BY 108 LIQULIDOS ACUOSOS. "

Sean cunles fusren lop cireunstanclas que goneurran con
la spencialicad propia de la wissa,

' . Oonotu 1a prapente Memoria deseriptive do once pdginms
folladas y mocanggurafiades por una sole carty ’
Bapoolona, 5 agogto 1978
P Ay
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