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La invención -so -refiere- á \nr. procedimiento para 
estabilizar* nieotinanfi-lo-adeninldihucleótidos, especialmen 
te el nicotinamido-adenin-dinuoleótido libre en forme. redu 
cida u.oxidada y su fosfato, igualmente en forma reducida 
u oxidada.

En la química clínica, en la bioquímica, en la 
química alimentaria, en la farmacia y en otros sectores 

se utilizan muchas veces reacciones enzimáticas para fines 
analíticos. Especialmente en el diagnóstico rutinario quí­
mico-clínico se investigan enzimáticamente de modo diario 
metabolitos y enzimas en muchas nuestras de sangre, suero, 
plasma, liquido y orina. Debido a la inestabilidad de mu­
chos componentes de la reacción se ha hecho usual precisa­
mente en los laboratorios de rutina clínico-químicos emplear 
envases de combinación fabricados industrialmente, que per 
miten la preparación de soluciones de reactivos listas par­
ra el uso con un mínimo de gasto.

Por consiguiente se establece la misión de pro­
porcionar preparados con un periodo de utilización lo más 
grande posible. En el interés de obtener un modo de tra­
bajo sencillo en la utilización de los reactivos se pre­
tende o se está obligado a envasar en un recipiente el ma­
yor número posible de las sustancias necesarias para la 
realización del ensayo. Se ha manifestado, no obstante, 
que diferentes sustancias pueden influirse reciprocamente 
de forma negativa en su estabilidad, aún cuando estén pre­
sentes en forma liofilizada o envasada en saco. Por esta
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razón tiene gran importancia descubrir sustancias aditivas

(estabilizadores) adecuadas, que aumenten el período de 

utilización de los reactivos.
Productos bioquímicos especialmente ines-

5 tablea, cpie ya plantean en sí mismos grandes problemas nu 
sólo en forma disuelta, sino también en estado liofilisado

o envasado en seco, son nicotinamido-adenin-dinucleótido

o fosfato de nicotinamido-adenin-dinucleótido, ambos tan-

to en su forma reducida como en su forma oxidada. Estas

10 sustancias son necesarias como coenzimas en muchísimas de-
terminaciones enziméticas y constituyen en la forma redúi- 

cida al mismo tiempo el colorante para la medición fotomé-
trica. * *

- Como consecuencia de la descomposición de

15 las mencionadas coenzimas la sustancia a detectar no puede
ser ya medida fotométricamente de forma irreprochable o 
no puede serlo de ningún modo, dado que la sustancia absor 
bente está presente en concentración demasiado pequeña o 

la velocidad de la reacción a medir es demasiado pequeña

20 a causa de la concentración disminuida de la coenzima. En

el caso de la determinación de la actividad de lactato-des

hidrogenase (KDH) según el esquema de reacción
piruvato 4- NADHg L-lactato 4- NAD

se añade como complicación adicional el hecho de que la

25 coenzima reducida nicotinamido-adenin-dinucleótido (NADHg!

29039
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en el curso del almacenamiento forma inhibidores de LDH, 

que pueden conducir a val-ores de LDH fálsamente negativos 
en grado considerable. Estos inhibidores pueden hacerse 

activos ya en grado intenso, antes de que sea detectable
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de algún modo una pérdida de concentración de NADHg.
 ̂ No obstante, también en muchas otras de­

terminaciones importantes tales como detección de asparta- 

to-transaminasa, alanin-transaminasa, o^-hidroxibutirato- 

-deshidrogenasa,. creatino-quinasa, glutamato-deshidrogena- 

sa, en la determinación totalmente enzimética de urea, en 

la determinación enzimética de triglicéridos o en la de-? 
terminación de glucosa según el procedimiento de hexoqui- 

nasa, el nicotinamido-adenin-dinucleótido o el fosfato de 

nicotinamido-adenin-dinucleótido en forma reducida u oxi­
dada se incluyen entre los componentes sensibles, que li­

mitan el período de utilización del envase de ensayo, pa- 
ra cuya estabilización existe un interés extraordinario.

- A partir de las memorias de patentes ale­

manas 12. 89 668 y 15 98 157 se conocen el glutatión así 
como cisteina, cist'eín-*carbamida y acetil-cisteína como 

agentes estabilizadores para nicotinamido-adenin-dinucleó. 

tidos reducidos. En la memoria de patente 19 30 059 se des. 
cribe polivinilpirrolidona (PVP) como estabilizador para 

fosfato de nicotinamido-adenin-dinucleótido reducido y oxj 

dado.

29039



También:se consideren como adecuados ps- 

ra ello goma acacia o goma arábiga y manita.
Se han añadido también albúmina y gela­

tinas ya como materiales de carga a coenzimas estabiliza­

das (patente alemana 19.30 039).
 ̂ En 18 memoria de patente alemana 11 83 62p

está descrito un procedimiento para la estabilización'de-i*.'*
material biolégicamente activo tal como bacterias, produc­
tos de metabolismo de bacterias, virus, sueros y enzimas. 

10 Para ello se emplea una gelatina, degradada hidrolítica-

mente, r&ticulada con un diisocianato, preferentemente en 

combinación con L-glutamato de sodio. Tal como lo muestra:: 
especialmente los ejemplos en esta memoria de patente,*T;a3 
agente estabilizador tiene importancia especialmente para 

15 la preperecién de vacunas y para la conservación de estruc
turas antigenas e inmunógenas.

La multiplicidad de los estabilizadores 

utilizados muestra que su actividad no es todavía satis­

factoria en lo que se refiere a nucleótidos.
20 Sorprendentemente se ha hallado ahora que

nicotinamido-adenin-rdinucleótidos oxidados y reducidos y 

también sus fosfatos tienen una estabilidad mejor en resc 

tivos conocidos hasta ahora, si contienen colágeno hidro- 
liticamente degradado, eventualmente reticulado, preferen 

25 temente gelatina tratada de tal manera.
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Objeto de la invención es por consiguien­

te una mezcla estable a base de
a) nicotinamido-adenin-dinucleótido en forma reducida u

oxidada o fosfato de nicotinamido-adenin-dinucleótido en 
forma reducida u oxidada y -

b) colágeno bidrolíticamente degradado, eventualmente re- 

ticulado.
Objeto de la invención es además un pro­

cedimiento para la estabilización de nicotinamido-adenin- 
-dinucleótido en forma reducida u oxidada o/y de fosfato 

de nicotinamido-adenin-dinucleótido en forma reducida u . 
oxidado, que se caracteriza porque la solución del nucleó- 

tido es mezclada con un colágeno bidrolíticamente degrada­

do, eventualmente reticulado, después de lo cual la mezcla 
es en caso deseado secada, preferentemente liofilizada.

La concentración del producto de coláge­

no en la solución acuosa asi como en el producto seco por

I g de nucleótido es de 0,001 basta 1.200 g, preferente­
mente de 0,01 basta 300 g,* sobre todo de 0,5 basta 20 g.

Productos de colágeno especialmente ade­

cuados son los conocidos a partir de la patente alemana

II 18 792 y de la patente alemana 11 55 134. Estos son pre 

parados degradando colágeno o sus productos de degradación 
en solución acuosa a una temperatura de 60 basta 150SC 
basta un peso molecular de 2.000 basta 20.000, preferente-
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-mente de $.000 hasta 10.000, haciendo reaccionar el colá­

geno degradado con un diisocianato a temperaturas de 0 has-- 

ta 1003C en el margen de pH neutro hasta débilmente alca­

lino, eventualmente en presencia de disolventes orgánicos 

inertes, siendo la cantidad de isocianato utilizada menor 

que la que se calcula a partir del número de los grupos' 

amino y^guanidino presentes en el colágeno degradado, y 

siendo preferentemente de alrededor de 20 hasta 80% de és­
ta cantidad, ajustando a continuación el producto de reti­

culación resultante a un valor de pH de aproximadamente^

7,0 haciendo reaccionar productos de degradación de colá­

geno con diisocianatos a temperaturas de 0 hasta 10093 en* 
el margen de pH neutro o débilmente alcalino, eventualmen­
te en presencia de disolventes orgánicos inertes, siendo 

la cantidad de isocianato utilizada de 20 hasta 80% de la 
que se calcula a partir del número de los grupos amino y 

guanidino presentes, degradando los productos de reticula­
ción resultantes en solución acuosa a temperaturas de 60 

hasta 1509C hasta un peso molecular de 10.000 hasta 100.000, 
y ajustando las soluciones obtenidas a un valor de pH de 

7. En forma de solución al 3,5% con un peso molecular me­

dio de 35.000 éstas se presentan en el comercio también 
como solución para infusión como sustitutivo del plasma.

Aún cuando el valor de pH de la solución 

estabilizada de nucleótido no tiene ninguna importancia de--
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*** cisiva para el efecto de estabilización, se recomienda evi 

tar valores de pH. extremados, en consideración a las sus­

tancias sensibles. El margen de pH preferido de la solu­

ción se encuentra por consiguiente entre pH 5 y 11. Se ob­
servaron efectos de estabilización especialmente buenos

con valores pH comprendidos entre 7 y 9.
/

Para el ajuste del valor de pH pueden em­

plearse las sustancias tampón usuales. Ejemplos de sustan­
cias tampón adecuadas son mezclas de diferentes sales de 
metales alcalinos de ácidos débiles o de fuerza media ta­

les como ácido fosfórico o ácido bórico, mezclas de áci­

dos débiles o de fuerza media con sus sales de metales al­

calinos (por ejemplo ácido ftálico, ftalato de.metal alca­
lino) o tampones a base de determinados compuestos orgáni­

cos tales como tris-hidroximetilaminometano o similares, 

tal como se emplean generalmente en reacciones bioquími-* 
cas.

El agente, estabilizado según el procedi­

miento, manifiesta su excelente estabilidad especialmente 

en forma seca, preferentemente liofilizada. La proporción 

en peso del producto de colágeno o nucleótido en el pro-- 
ducto seco corresponde a la de la solución acuosa.

Objeto de la invención es además la uti­

lización de un colágeno bidroliticamente degradado, even­
tualmente reticulado, para la estabilización de nicotina-
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mido-adenin-dinucleótido o/y de fosfato de nicotinamido- 

-adenin-dinucle5tido, en cada caso tanto en forma reduci­

da como también en forma oxidada.
Los nicotinamido-adenin-dinucleétidos 

secos estabilizados conforme a la invención, o sus mezclas 

con el^producto de colágeno, son fácilmente solubles en 

agua. El estabilizador conforme a la invención posee a las 
longitudes de onda de Hg 334 nm, Hg 366 nm ó 340 nm una„ 

extinción propia muy pequeña, de tal manera que no se hace 
apreciable 3e forma perturbadora en la medición fotométri- 
ca por elevación de la extinción de fondo. Aquél carece ; 

de inf?.uencia sobre la actividad de las enzimas empleadas 
usualmente como reactivo o que han de detectarse, por ejem 

pío de al8nin-transaminasa, aspartato-transaminasa, lacta- 

to-deshidrogenasa, glutamato-deshidrogenasa, mal8to-deshi- 

drogenasa y ureasa.
Los nicotinamido-adenin-dinucleótidos es­

tabilizados conforme a la invención pueden ser liofiliza- 

dos o bien por sí solos o juntamente con otros componen­
tes, que son necesarios para la realización del ensayo. 

Ejemplos de tales componentes son sustratos (por ejemplo 

alanina, aspartato, glutamato, piruvato, 2-oxobutirato, 
2-oxoglutarato), enzimas auxiliares (por ejemplo, malato- 

-deshidrogenasa, lactato-deshidrogenesa, ureasa, glutamato- 
-deshidrogenase), otras coenzimas tales como difosfato de

^ ,

29039
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adenosina o trifosfato de'adenosina, o sustancias tampón 

usuales en la enzimología'tales como
tris-hidroximetilaminometano - HC1 y otras tales como las

citadas anteriormente. El efecto estabilizador,especialmen
te favorable, del agente conforme a la invencí6n sobre, n-.-
cotinam,ido-adenin-dinucle6tidos se deduce de los siguientes /
ejemplos. A este respecto hay que hacer observar que las. 

comprobaciones de estabilidad se realizan con drástica so­

licitación de temperatura a 4- 37-C, con el fin de recono­

cer más rápidamente el efecto estabilizador. Normalmente, 
los preparados son almacenados no obstante a 4- 2a hasta 

4- 6a C, resultando estabilidades esencialmente mayores. 

Ejemplo 1:
En.soluciones con 1,56 % del estabilizador obtenido según 

-la patente alemana 11 18 792 o con 2,1 % de polivinilpi- 

rrolidona (PYP), fueron disueltos en cada caso 1,14 mili- 
moles/litro de nicotinamido-adenin-dinucleótido reducido 

( NAn^). La mezcla resultante fue envasada en porciones 

iguales en frascos de vidrio, y liofilizada. Los frascos 
de vidrio fueron almacenados a 4- 37- C. En diferentes mo­

mentos fueron utilizadas muestras del liofilizado para la 
determinación de la lactato-deshidrogenasa o fue determina­

da la cantidad de NAD^ que había quedado en el liofiliza­
do.

La determinación de la actividad de LDH
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se efectuó conforme a las recomendaciones de la Deutschen 

Gesellschaft für Klinische Chemie, Z. Klin. Chem. Klin. 

Biochem. 182 (1972).
Los inhibidores formados durante el alma­

cenamiento del liofilizado se harían apreciables en la de­

terminación de la actividad de LDH por una disminución-de 

los valores.
La cantidad de NADHg remanente en el lio­

filizado fue determinada según W. Gerhardt y otros, Scand. 

J.Clin,Lab.Invest. 1 (1974).
Actividad de LDH en Cantidad de NADH^ en

Almacenamiento a
4 373 c

estabilizador 
conforme a la 
invención

PVP
como

estabi­
lizador

estabili­
zador con 
forme a la 
invención -

PVP
como
estabi­
lizador

Valor'de partida 100% 100% 100% 100%

3 días 98% 88% 100% 94%

7 días 100% 81% 100% 95%
14 días 96% 65% 100% 89%
21 días 100% 56% 98% 82%
28 dias , 100% 45% 99% 72%

Ejemplo 2:

(Reactivo para urea)
Una solución con 40 g/litro del agente obtenido según la 

patente alemana 11 55 134, 4,54 milimoles/litro de NADHg, 
357 milimoles/litro de 2-oxoglutarato y 18 unidades/ml de

i ' .-

29039
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glutamato-deshidrogenasa fue liofilizada en frascos de vi­

drio. Los frascos de vidrio fueron almacenados a 4- 37-C.
En determinados momentos, reproducidos en la tabla, fueron 

disueltas muestras del liofilizado en tampón de tris-hidro 

ximetilaminometano, pH 8,0, mezcladas con un exceso dé 11- 

nes de amonio, y sometidas a una determinación del conte­
nido de NADHg por vía fotomátrica a 340 nm. La siguiente', 

tabla muestra el resultado:
Almacenamiento a ' C.ncentraciSn ie NADHg

37a 0

Valor de partida 100 %
14 días 93 %
28 días 91 %
54 días 88 %
84 días 87 %

De igual manera pueden ser estabilizados otros reactivos 

que contienen nucleótidos. Se obtienen resultados similar­
mente buenos, si se mezclan 1 - 3 g de nucleótido con 2 

- 2 0  hasta 20 g de producto de colágeno.

Eáemulo 3:
Cada vez en 55 mi de agua fueron disueltos 0,86 g del esta­

bilizador obtenido según la patente alemana 11 18 792 ó 
0,86 g de

25 polivinilpirrolidona (PVP). En ambos líquidos fueron disuel.

29039
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tos a continuación en cada caso $4,6 mg de fosfató de ni- 

cotinamido-adenin-dinucleótido reducido (NADPEL,)* la mez­

cla resultante fue envasada en porciones igusles en fras­

cos de vidrio y liofilizada. Los frascos de vidrio fueron 

almacenados a 4- 37^0. En determinados momentos, reprodu­

cidos en la tabls, fueron abiertos los frascos y el con­

tenido de NADPEL del contenido liofilizado fue medido fó-2 * . t
tomótricámente por medio de la reacción

2-oxoglutarato 4- NADPHg - NB^ glutamato 4- NADF,

Resultados:

Almacenamiento a 
4- 37^ C

Contenido de NADPHg

Estabilizador conforme 
a la invención

PVP como 
estabilizador

Valor.de partida 100 % 100 %

7 dias 100 % ' 98 %

1$ dias 98 % 93 %
21 dias " 97 % 90 %

28 dias 94 % 80 %

25

29039
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REIVINDICACIONES!
i

Los puntos de invenión propia y nueva, que se
 ̂* presentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente

de Invención en España, por VEINTE años, son los que se M
cogen en las reivindicaciones siguientes:

13.- Procedimiento para la estabilización de
10

B

!
nicotinamido-adenin-dinucl'eótidos, caracterizado porque s.e 
mezcla una solución del nucleótido con un colágeno hidrolí 
ticamente degradado, eventualmente reticulado, en la propor 
ción de 1:0,001 a 1:1200, se ajusta el pH a un valor com­
prendido entre 5 y 11) y se seca la solución, preferiblemep
te por liofilización.

23.- Procedimiento para la estabilización de
nicotinamido-adenin-dinucleótidos.! Tal y como se ha descrito en la Memoria que!. * antecede y con los fines que se han especificado.

{ " 20 Esta Memoria consta de trece hojas escritas a
§
§ máquina por una sola cara.

g
Madrid,26.MAR1928

§ P.A. \

¿
 ̂ 25
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s
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