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. El invento concierne a un procedimiento para la =
determinacidn de d-amilasa.

i La deéerminaciﬁn del nivel de d-emilasa en el sug
ro es un imporfante parametro ;1inico para 1a funcién del -
péncreas. Los reactivos Gsualas en el comercio para la de-
tarminaFiéﬁ de la «-amilasa se basan #radominantementé en =
un sistema en el cual se degrada almiddn mediante la /-amila
-sa y las fracciones formadas son determinadas en el margen
visible o en el margen de ultravioletas, dependiendo de que
se emplee en él énaayo en calidad de sustrato para amilesa
aimidén coloreado’ o almidén natural, Una desventesja esencial
dé estos procedimientos y respectivamente reaétivos se:daba
a que el almidéﬁ,'como macromolécula, puede ser caracteriza
do y normalizado sdlo de una manera insuficients, por o que
el grado y la velocidsd de reaccién de las cargas individug
les se hace muy diverso y en las mediciones se debe llevar

consigo siempre un patrdén, Para obtener mejores ;asultadda

'seria necesariao un sustrato mas uniforme, que proporcionase

resultados dignos de caonfianza en el desdoblamiaento.

Un paso adelante en direccién a obténar un sustrs
to mas.uniforme lo aportS la utilizacién de la maltopentao-
sa. Esta e; desdoblada por la X-amilasa en maltotriosa y mal
tosa la maltotriosa y la maltosa son transformadas por la -
«-glucosidasa, en glucosa que luego puede ser ﬁeterminada

segin metodos cdalesquiera desecados, por ejemplo con sl co

_nocido.método de la hexoguinasa.

Ademds de la maltopentaosa también se propusisron
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también ya como sustrato la maltotetraosa y la maltahexaosa 
(memorias d? patente de los Estados Unidos 3.879.263 y =~
4,000,042). No obstante, en tal ceso se obtuvieron con la =
tetraosa resultados claramente ‘pecres que con la pentaosa,
y con la hexaosa resultados todavia peores que con la tet}qg
sa, Aai, para la maltoetracsa y la maltopentansa ss seflala
todavia una reaccidn estequiométrica, mientras que parén;an
hexsosa ya se comprobaron desviaciones justamente todaviaj;
toler;bles respecto de la reaccidn estequiométrica. :
Una desventaja de la maltopentacsa, que tambidn se

encontré en sl caso de la tetravsa, consists, sin embargo, =

‘en que aparece un considerahls valor en vacio de reactivos,

es decir que la reaccidn de medicidn ya se esté deaariolan~
do, antes de que se afada la muéetra‘a determinar. A estp ae'
agrega el hecho de que tampoco es constante ests valor ori va
cio de reactivos en el caso de slevadas concentracionaaida
sustrato, sino que se modifica en mas de 25 minutos, anths‘
de que se alcance constancia de esta reaccidn secundaria. =
También se comprnbéqque el supuesto desdoblamiento diverso
de la maltopentaocsa por o-amilasa da péncieaa y por d-amila
gsa de saliva que hubiers hecho posible una diferaﬁci;cién,
no existe en realidad (J, BC, 1.970, 245 3.917 hasta 3,927;
J, Biochem. S1 p. XVIII 1,952).

Por lo tanto el invento se basa en la_miaiﬁn,de -
crear un procedimiento para'la determinacion de la o~amila=-
sa, en el cual se utilice un sustrato que tenga un mejor gra

do de pureza y de uniformidad que los suatratas:cﬁnociddﬁ.‘ :
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sea fépilmente asequible y corresponda & los requisitos en

-lo qus.se refisre al valor en vacio sin suero, a la duracidn

de la fase Lag o de marcha en vaciq a la méxima actividad -

alcanzable, Ademés‘dgqg'Eﬁdéfirgq;gzarse‘una medicidn senci

sl

- lla sin aparatos caros ni complicados y una idoneidad para

- medios de diagnosticos rapidos, tales como tiras de ensayo.

Eata misién se resuelve, de acuefdo con el invento,
mediante un ﬁrocadimigntolpara ia determinacidn de «-amilasa
por desdoblemiento enzimdtico de un sustrato para o-amilasa
y medicién de un producfo de desdoblamignta; 8l cual prozedi
miento esté caracterizado pdrque como sustrato se utiliza un

compussto de la formula generél I

: CH.,0H .
. ]
R
- \OH n._el !
OH 5
oy b

en la que R representa un grupo glucdsido, fenilglucésido,

‘mononitrofenilglucdsido, dinitrofenilglucdsido, sorbita o =

dcida glucénico,
Sorpréndentamanta‘se hs puesto de manifiesto que la -
maltoheptaoaa posee propiesdades superiores como sustrato pas

ra la d~-amilasa, & pesar de que en el caso de las oligomaltg

‘.20-”‘ 335 ya propusstag para estaifih, se combrnbé desde la malto=- -
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pentaosa & la maltohexacsa una ssencial disminucidén-de la =

idnneidad, aado que con ellas se logran reaultados esencial~
mente peores que con le pentaosa, Por lo tanto, hubiera sida
de esperar que &l prolongar ain m&s la cadens de maltosa-oli
gosacirido spareciesen errores que ya no fuesen tolerables.
No obstante, sorprendentemente, se logran mejores resulta-
dos que con la pentaosa. Asi, el valor en vacio de raactiyos
en el caso de 0,02 ml de muestra con maltopentansa como:aqé
trato es de 73%, mientras que con maltoheptaosa es aélg de
13%, referido al valor final de la determinacidn en el mars
gen normal.

Ademés se encontrd que en lugar ds la maltohentag
sa propismente dicha aé pueden utilizar tambied determiﬁc%:
dos derivados de maltohsptansa, que en al actuar la d-amilg'
sa forman un producto de desdoblamiento aarivatizado; qhq“Q
puede ser determinado de un modo equéialmante venta josos g

El procedimiento de scuerdo con el invsnto es espeg -
ﬁialmante idéneo en grado especial para la determinacidn ds
los productos de desdoblemiento mediante.dngluc;sidasa 0 mé;
tosa-fosforilasa,

En el caso de le detsrminacidn con d~-glucosidasa
y.un compuesto de la formula general I con R = glucdsido se

desdoblan adicionalmente los productos de desdoblamiento de

la maltoheptaosa, maltotetrscsa y maltotriosa paraAformar -

glucosa, y esta Gltima es medida luego de manera en si cong
cida, Para la medicién de la gluconsa formada se prefiera an,

tal caso, en presencia de la deglucosidasa, especialmente al
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A7 gldcoaa-S-Pr+_7'NAD 5 7 gluconato-6-P + 7 NADH + 7 H .

procedimiento de la hexoquinasa, El principio de esta forma
de realizacién del procedimiento seglin sl invento puede re-

producirse mediante las siguientes ecusciones:

St o = d-amilasa "
maltoheptaosa + HZU 3 maltotriosa + maltotetraosa

+ 24,0 Frotucosidase 5 gucosa

maltotriosa

®-glucosidasa

meltotetracsa + 3H20 - 4 glucosa

v

T glucasa + TATP EE; 7 glucosa-6-P

+ G 6 PDH +

. Para esta forma de realizacidn del invento son espe-

¢ialmente idéngua también los derivados de maltoheptaosa uti=

‘lizados de acuerdo con el invento, es decir los compuestos de

la férmula.general I, en los cualés R no reprasénte ningdn =

grupo glucdsido. En el caso de la accidn de las daé enzimas =
dfamilasa y o-glucosidasa, el sustituyente, 8s decir um grupo .
fénilp, un grupo m;nnnitrnfeniln o dinitrofenilo, o el r;dical

de sorbita o &cido glucénica en posicién terminal, es separa-

-do y puede ser determinado con facilidad. Los grupos fenilo

pueden encontrarse en posicidén « & B. Si se trata de la posji
cién «,- la separacidn de éstos se efectla mediante la accidn
de «d-amilasa y m-glycusidaéa solas y los fenocles, sustituidos

o no sustituidos, sepatados, pueden ser determinados luego

con facilidad mediante conocidas resccionss de color. No obsg
" tante, el invento puede aplicarse también en el casoc de sus-

. tituyénfes en posicidn B En el Gltimo caso se utiliza de'mg‘
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do adicional, juﬁto 8 la d-glucosidasa, también P-glucosida
88,

En el ceso de los radicales dinitrofenilo, los dos
grupos nitro pusden presanfégsé én“Una poa;cién cualquiaré.
por ejemplo como sustituyentes 2,4-, 2,6- 4 3,5-,

Los nitrofenoles o dinitrofeniles que se liberan
al separarse los sustituyentes que contienen grupos nitibs?
son compuestos coloreados por sl wmismos, que pueden sei‘dé~
terminados Opticemente sin més. Si se sspara fenol propiamen
te dicho, éste puede ser determinado seglin métodos conod§ﬁca,
por ejemplo por rgaccién con un agente nucledfilo, tal como
3-metil-6-sulfonil-benzotiazolona-hidrazona=-(2) (HSK) en pre
sencia de monofenoloxidasa. En sl ca;o de egta reacciﬁnté;u
forma un colorante rojo, que puede ser medido. ‘

En el caso de saparérse sorbite ésta pueds eai:;;;
dada, por ejemplo medisnte sorbita-deshidrogenasa, para forma
fructosa; al mismo tiempo se reduéé la NAD‘presenta para'fq;
mar NADH. La formacidn de esta (ltima puede ser dmterminada
con facilidad de manera conocida en el espectrofotdmetro de
ultravioletas, Si no estd disponible tal aparato, por reac-
cién con una sal de tetrazolio tal como por ejemplo INT. (clg
ruro de 2—(para-yudnfsnil)-S-(para-nitrofanil)-5-f¢nil-tetgg
zolio) en presencia de diaforasa u otro transmisor de eleg
trones se puade formar también un f&rmazano cdlureado; que
puede ser medido en el margen visible, _

De modo andlego sl écido'glucéhico liberado se pue

de determinar seglin los métodos conocidos para elle, por -
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ejemplo -con gluconato-quinasa, &cido 6—fnsfoglucgnico-dqg ‘
hidrogenasa y NADP, asi como sventuslmente sal de tetrazo-
lio y transmisor de electrones.

Para la realizacidn del prabedimientn segin el in
vento son apropiados en general valor de pH entre Sy 9. Preg
ferentemente se trabaja con valores de pH entre 7 y 7,5, ya
que en tal caso se obtienen los mejores resultados y el tiem
po de reaccidn més corto, Si se emplean segln sl invénto ﬁum
puestos nitrﬁfenilicua, el margen de los valores de pH bien
apropiados es algo mds estrecho y se encuentra en genersl -
entre pH 6 y pH 8,5, '

Como tampones son aprupiados los que sﬁn actiyue
dantro'ddi margen principal de actividad de las enzimas em-
pleadas. Preferentemente se emplean tampones de fosfata, -
HEPES (N-(2—hidroxiétil)-piperazin-N-Ecido 2-etanosulfdnico)

y glicilglicina. Concentraciones preferidas se encuentran en

tre 10 y 200 milimoles/litro (= mMol/l).

La a-glucosidasa se emplea en general en cantida-
des entre 0,1 y 5.000 unidades/ml (U/ml). Una ventajs espe-
cial del procedimiento segin sl invento consiste en que pug
dan utilizarse cantidades rslativamente grandes de esta en-
zima, por.lo que el desdoblamiento con K-amilass es la stapa
determinante de la velocidad, Naturalmente, tembién es posi

ble emplear cantidades todavia mayores de esta enzima, pero

con ello no se logran ningunas ventajas adicionales.

Los compuestos de la fdrmula general I, utiiizados

de acuerdo con el invento, son empieadna en el ensayo en can
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tidades entre 0,1 y 250 mMol/l. Se prefieren cantidadeﬁ,an~
tre 0,5 y 100 mMol/1,

L.a saturacidn del sqatrafo para la a-amilasa con
maltohaptaﬁsa sé”ﬁrééeﬁ%g{ggh una concentracidn de B8 a 10 mi
limoles. Convenientemente se utiliza por lo tanto una concen
tracidn minima de B milimoles de maltohesptaosa, caso de que
deba trabajarss en condiciones de saturacidn del austratu!\
lo cual ocurre eﬁ general,

Adamés se affade convenientemente un agente activa
dor para la «-amilasa, Tales agentss activadores son copﬁqi
dos, Se prefiere cloruro sddico o cloruro potésico, )

En otra forma preferidas de realizacién dal precedi
misnto del invento, la determinacién de los productos da-dag
doblamiento se efectla por reesccidn con maltcsa-foafori;sﬁé .
con formacién de glucosa-l-fosfato, que luego es datarmiéél
do de manera en si conocida. De acuerdo con una forma de -
realizacién especialmente preferidas, le determinacidn del
glucosa-l-fosfato se realiza por conversidn en glucosa=-6-
fosfato mediante B-fosfowglucosa-mutasa, oxidacidn del glu_
cosa-6-fosfato formado con NAD en presencia de glucosa-6+fog
fatordeshidrogenasa con formacién de gluconato-6-fosfato y
NADH, pudiendose vigilar facilmente por medios fotompitricos
la férmacidn de esta Gltima, La seRal de medicién puede ser
amplificada aln mis mediante oxidacién adicional con NAD en
presencié de 6-fosfogluconato-deshidrogenasa con formacidn
de ribulosa~5-fosfato y otra molécula de NADH,

El principio de esta forma de realizacifn lo reprg



10

15

20

ducen las siguients ecusciones: -

d~amilasa

maituheptacaa + HZD > maltotriosa + matotetracsa- maltasa

maltoaa '+‘Pujzwmgltgsafqgigyilasa 5 glucosa + f-glucosa-1-P
ﬂ-glﬁcosa-l-P m glucosa‘-G-P
glucosa;ﬁ-P + NADf Efifﬂé élucunato—G-P + NADH + H* .

+ 6PGDH |

gluconato~6=P + NAD ribulosa=5-P + NADH + H'

————

Una ventéja.de esta forma de realizacidn del irven
to consiste en que la maltosa-fosforilase es mds especifica

que la ®-glucosidaesa y por lo tanto no perturba la glucosa

.enddgena,

En lo que se refiere al tampbn es valido de igual

‘modo lo que se ha dicho con respecto a la forma de realiza-

¢ibn del procedimiento de acuerdo con el invento con el prg

cedimiento de X-glucosidasa,

Aparte de las dos formas de realizacidn arriba ex-

puestas del procedimiento segin el invento, la determinacidn

de las fracciones formadas de la maltoheptaosa, es dhcir'mq;

totetraosa maltotriosa, y de la maltosa formada & partir de

-allas; puedé efectuarse también segin otros métodos conoc i-

f dos para ello.

Los derivados de maltoheptaosa utilizados de aauegr

do con el ‘invento pueden ser preparados segiln diferentes mé

. todos, Si se trata de los derivados fenilados, se pueden apli

' car métados tanto quimicos como tembién enzimdticos. La sin
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tesis guimica sm basa principalmante ean la reaccidn da;maltg

'haptaoaa peracetilada con sl correspondients fenol en presen-

cia de un cataslizador de Friedel-trafts.ante métbdo es apro
piado tanto paf;:fgﬁﬁlkﬁfapighéhte dicho como también psra -
mononitrofenol y dinitrofenol. Alternativements, también st
posible preparar primero el derivado fenilico y nitrar segui
damente & éste, por ejemplo con el procedimiento dascii?b\%n
Bull, Chem, Soc, Jepan 34 , (1961) 718. Este método es apro-
piado especiaslmente para sl derivado mononitrado, pudiéndo--
se llevaer a cabo en ciertos casos una saparacién de 1ua‘ab-

rivados orto- y para-nitrofenilicos.

Preferiblemente esta reaccidn se lleva a cabo por
fusién o ebullicién a reflujo en un disolvents no pdlarlégﬁ
ZnCl,, SnCl, & TiCl, como catslizador Friedsl-Crafts, Despuds
de la introduccidn del fenol o nitrofenol, los grupoa.p§ﬁ¥&g
tores son separados de manera en si conocida, por ejemplo
con metilato de sodio, smoniaco, KOH o métoxido de bario, =
en cada casoc en solucién matanéliﬁa, con solucidn acuosa de

hidréxido de bario, etc.

La preparacién enzimdtice de los derivados fenili

coe se efect(ia por transglucosidacidn del fenilglucésido o

de los correépondientes fenilglucédsidos nitrados con d=gi=-

clodextrina, amilasa o almidén soluble, en prmeencia de unﬁ
transferasa microbiana especifica. Preferentemente se utili .
za para ello una transfermsa a base de Bacillus macerans. -

En tal caso se puede utilizar pars ssta transglucosidacién

la canocida amilasa de Baeillus macerans (E.C. 2.4.1.18. o
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Chemistry, Val,II, 347), la cual, ademas de su efecto hidro-
litico y ciclizaﬁﬂé:héigﬁépevfﬂég}emente tambidn una activi-
dad transferidora de glucosilo. |

. El compuesto de fdérmula I, en que R repressnta un

- radical sorbita, puede ser preparadc en condiciones suaves a

partir de la maltoheptacsa por reduccién con borohidrura de

" sodio (NaBH4).

.Finalﬁente, el compuesto de férmula I, en que Rorse

presenta un grupo de Acido glucdnico, puede ser preparado --

.,quimicamente o enzimdticamente a partir de maltoheptaosez 88-.

giin los métodos conocidos para la preparacién de acido ylucg

nico, por ejemplo por oxidacion con bromo (methods in Carhohydr,
Chemistry, Vol.II, 13).
Tal como ya se ha mencionado, por medio del inven-

to no s6lo se crea un procedimiento répido y especifico para

la determinacidn de la ®-emilasa sino que ademds se elimina

especiglmenteAda:moda total o amplio la fase Lag, lo cuél es
espacialménte importante en el caso de la apliacidn del pro-
cedimiento & méquinas snalizadoras sutomdticas. Ademés de =
8llo, el procedimiento de ascuerdo con el invento puede lle-
varse a cabo para la evaluacifn en muchas formas de realiza-
cién, sin éparatos complicados y por consiguiente es gpropig

do especialmente para diagndsticos répidos y para la determi

1'nac16n dptica en el margen visible. Al mismo tiempo, en las

diferentes formes de realizacidn del procedimiento de acuers.
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EJEMPLD 1
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do con el invento se puede determinar también con.aparatos

. medidores de ultraviolstas, Otras ventajas laa'conatifuyan

la estricta proparcionalidad y la ausencia de perturbaciones
por componentes constitutivds dé la sangré. quimicamente -

afines,

Lus_austratos empleédos de acuerdo con sl invento
sod accesibles bien y con elesvada pureza, Un aencillobprgtx
cedimiento para la preparacién de la maltoheptacsa aaté‘dqg
crito en la policitud de patente alemana P 27 41 191,2, El.
procedimiento es apropiado para ls determinacién aa la giami
lasa en liquidos biol6gicos, tmles como susro, plasma con =
heparina, orina y similares, o 8n otros materiales liquidna
o sdlidos,

Los siguientes sjemplos explican el invento,

Deteccidn de d-amilesa con funil-«-maltoheﬁt86;i96‘
como sustrato. 8

£l fanil—d-maltoheptaééido es desdoblado por la -
&-amilasa en fanil-«-maltotriida o -tetraida, que se hacen‘
reaccionar mediante od-glucosidasa para fﬁrmar fenol y gluco
sa, El fenol_liberada es copulado mediaﬁfe monofenol~oxidasa,
de manera oxidante, con el reactivo nucledfilo 3-metil-6-sul
fonil-benzotiazolon-hidrazona-(2) (HSK) para formar un colo-
rante rojo, cuya velocidad de formacién es proporcional a la

activided de emilasa en la muestra y puede ser vigilada fotp -

métricamente, - . - Gt ey

{ Principio de ensayo!
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1. a) fenil-t-maltoheptadsido + H,0 w-emilesa | fenil-a-D-
tri&(tetra)—glucopiranﬁaido + maltotetra-(tri)unsa.

b): fenilnd-D-tri-(tetra-) glucoplrannsido + 3 (4) H,0

a-glucusidasa , fenul -3 (4) glucnaa

5 _c) fenol + HSK + 02 manofenologidasa 5 colorante + ZHZO.V :

Condiciones de medicidn: 25¢C, longitud de onda ds
medicién 492 nm, cseldas de 1 cm; la bomposici6n de reactivcs

 la mustra la siguiente tabla,

TABLA

10 - Reactivosr - Concaentracidn en el
: ensayo :

Iampéﬁ de fﬁsfato;pH T.4 0,05 Mol/l

. Cloruro de sodio 0,05 Mol/l

' Fenil-g~D-maltoheptadeido 10 mMol/l

" HsK o 1 mMol/1
i5 . Monofanoipxidaaa . : 1 u/m
a-gluéosidasa ' ' 10 U/ml

Volumen de ensayo. 2,0 ml
"En lugar de tampdn de fosfato s8 manifiestan tam-=
’_bién como Gtiles las tampones de glicina, glicilglicina, Hepas,
20 Tris, Tra y otros. i
| EJEMPLO 2
| Determinaczon de d-amilasa con para-nitrnfanil-mq;

toheptaosido.
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Principio de ensayo
-8milasa

.para-nitrofenil-d-maltuheptaésido ;'(glucoaa)n +

q-glucos;dasa , 0 glucosa +

para-nitrofenil-a-(glucosa)m
para-nitrofenol, ” o

Dssphéa del desdoblamiento del maltoheptadsido léa
productos de desdoblamiento son degradados para formar glucg
sa y paré-nitrofqnol. El anién para-nitrofenolato esté:ébié
reado de amarille en solucibn alcalina y por lo tanto pd&dé
ser medido dpticamente des modo directo.

Sistema de ensayo:
Mezcla de resccifn: 50 mMol/) dg tampén de fosfato,pH 7,4;

50 mMol/1 de cloruro da sodiaj f\
5 hasta 50 u/ml de &-glucosidasaj o

5 6 10 mMol/l de para-nitrofenil~g/=-mal
toheptadsido. R

Carga de ensayos
1 ml de mezcla de reaccidn + 50 pl de muestra (susro);
temperatura 302C;
longitud de onda: 405 nm,
Comienzo con suero después de alcanzarse la tamp?ratura de
medicidn (incubacién previa durante 10 minuyos)s
EJEMPLO 3
Daterminacidn de o{~-amilasa con maltoheptita.

Principio de ensayo:

maltoheptita + H,0 X-amilasa 5 maltotriita + maltotetraosa

maltotriita + H,0 “‘91“°°“id°°°'> sorbita +mmaltosa.
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. - 4+ - oyt
sorbite + NapT SDH . fructosa + NADH # H

NADH + INT + H* diaforasa .o o ano + NADT

—_—

SDH = sorbita-~deshidrogenasa. .

Sistema de ensayo:

- V T 4
Carga de reaccidn : ml Concentracion
en_el ensavo

Tampén ds Na=/K-PO, 0,02 Mol/1 ~ 1,92 12,8 nMol/1 PO,
4 Triton X100 2 m1/100 ml o
+ NaCl 10 mMol/l, pH 6,9 6,4 mMol/1
MgCl, 0,3 Mol/1 A 0,01 1,0 mMol/1
Maltoheptita 100 mMol/1 0,10 3,3 mMolsl -
NAD ¢ = 40 mg/ml 0,05 1,0 mMol/1
INT ¢ = 0,6 mg/ml V 0,20 0,09 mMal/1
 Diafo£asa (Clostr.Kluyveri) 0,05 - 167 U/i '
. 5 mg/ml+ _ o S . v
ATP ¢ = 50 mg/ml 0,10 3,29 mMol/l
Hexoquinasa 280 U/m1* ' 0,05 4666 U/1
st_leu u/mt 0,30 18000 U/1
o-glucosidasa 1120 U/m1* . 0,20 74670 U/1
Muestra (suero)- 0,02

+ en tampén de ensayo
Comienzp mediante adicidén de muestra: la medicidn

se efectia a 492 nm; temperatura 252C.

_ EJEMPLO 4

Determinacién de ®-amilasa con ‘4cido maltoheptagly

conica,

Pfincipiu.de ansayo!
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dcido malfohaptaglucénico + Hzﬂ dqamilasa; f&ido maltotrip

glucénico + maltotetraosa
' ¥=glucosidasa

Acido maltotrioglucdnico + H,0 > écido glucéni

co + maltosa

Adcido glucénico + ATP gluconatoguinasa == ..44, +glucénico

~6=P + ApP

Acido glucdnico-6-P + napp* 8cido 6-fnafoglucuniuo—deshiQroganasa}

tibulosa=5-P + NADPH + CO, + Ht

Sistema de ensayo:

Carga de reaccidn ml concentracidn
en el enssyp” -
Tamén de Na-/K-PO, 0,02 Mol/1 2,09 - 14,6 mMol/) de
fosfato = .
+ NaCl 10 mMol/1, pH 6,9 7,3 mMol/l do
NaCl e
MgCl2 1 mol/)l . 0,01 3,3 mMol/l.’: :
8cido maltoheptaglucdénico 0,10 5 mMol/l
150 mMol/d '
NADP ¢ = 10 mg/ml i 0,10 0,38 mMol/)
ATP ¢ = 50 mg/ml 0,10 2,7 mMol/1
Gluconatoquinasa 40 U/ml 0,03 1066 U/L
Acido 6~fosfoglucdnico-deg 0,10 800 U/1
hidrogenasa 24 U/m}
o-glucosidasa 1120 U/ml 0,30 11,2 x 104
Muestra {(suera) 0,02 |

Comienzo mediante adicidn de muestra, la madiciﬁh se efactia

a 340 nm & 365 nm, temperatura 252C, volumen de ensayo 3,00 ml,
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- REIVINDICACIONES -

l.- Procedimiento para la detsrminacifn de o~amilg

8& por desdpblamientuvanziméticn de un éustzgtn para ®-amilg

S

sa y medicién de un’ producto dé’&ésdoblémientu, caracteriza

" do porque en calidad de sustrato se utiliza un compuesto de

. la férmula general I

22 | CH

OH

en la qde R representa un éfupa glucdsido, fenilglucdsida,

monoﬁitrqfénilglucésido. dinitrofenilglucdsido, sarbita o

_&cido glucdnico. i

) 2.- Proéédimiento'aegﬁn le reivindicacién 1, carag
ferizgdo paorque los productos de desdoblamiento son transfor
mados mediante d-glucosidaéa en glucosa y ésts as‘datermina-
da da manerﬁ en si conocida.

3.~ Procedimiento seglin la reivindicacién 2, ca-

- racterizado porque se trabaja a valores de pH éntre Sy9.

4.~ Procedimiento segdin las reivindicaciones 2.6 3
cafacteriéado~porqpe se emplean 0,1 a 250 milimoles/litro ds
compuesto de.férmula I.

. i‘§°” Procééimiento seglin una de las reivindicacio-

nes-pbecedentes,,caracterizadu porque en el casa de un susti -
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tuyente en posicidn P en el radical azucer dsl grupo R ae

utiliza adicionalmente f~glucosidasa,

6.~ Procedimiento segin la réivindicaciﬁn l,icarqg.
terizado purque'loé'ﬁfﬁ&ﬁétdé”ag»Hesdablémientu son hechos
reaccionar con maltosa-fosforilasa con formacién de gluco-~
sa-l-fosfato y este (ltimo es determinado.

7.~ Procedimiento segdin la reivindicaciﬁﬁ 6, ¢ér€§-.
tarizado‘parque para la determinacién del glucoaa-l-fos?atdf
formado, éste es transformado con foafaglucnmutasa.en glucg .
sa-6-fosfato y con este dltimo se reducs NAD an prpsanéi;:Ee
glucosa—ﬁ;fosfata—daéhidroganaaa para formar NADH;.que es mg
dida. '

8.~ Procedimienfn aegﬁn una de las pracadénta#‘é;i
vindicaciones, caracterizado porque, cuando R raprssant;fuh
grupo fenilglucbsido, se determina el fenol eoparado'coﬁ*ﬁg

matil-é-aulfonil-banzotiazolon-hidrazona-(2)Van‘presﬁncia de

monofenoloxidasa,

9,~ Procedimiento segdn una de las rasivindicacionss

l’u 7, caracterizado porque, cuando R representa un grupo sor
bita, se determina la sorbité separada coﬁ sorbita—daahidrogg.
nasa y NAD, | |
10.- Procedimiento segin una de las reivindicacio-
nes 1 a 7, caracterizado porﬁue, cuando R representa un grupo
de écido glucdnico, se determina el &cido glucdnico separado

con gluconato-quinasa, fcido 6-fosfoglucénico-deshidrogenasa

y NADP,

11,~ Procedimiento segin las reivindicaciones 9 a
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'lU,,caracfarizado porqus en sl caso de la reduccién de NAD ge

hace reaccionar el NADH formado con una sal de tatrazolio en

4presancia de un transmisor de electrones para formar sl for

mazano, y este Gltino es déférmidédo.
12.- P;ocedimiﬁtn,segﬁn la reivindicacién 11, carag

terizado-porque como tranamisor de electrones se utiliza dia

-fopasa_o metosulfato de fenazina,

13.- "PROCEDIMIENTO FARA LA DETERMINACION DE «-AML

Tel como ge describe y reivindica en la prssen=s
Memoria Déacriptiya qua>bonsta de diecinueve hojas eacritas

a madquina por una sola cara,

- Madrid, 43 SEP. 078
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