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@ Resumen:

Complejos covalentes de lipasas con proteinas, sondas
de ADN, cofactores u otras biomoléculas.

Complejos que comprenden lipasas unidas covalente-
mente, a través de regiones no involucradas en su centro
activo, a biomoléculas de interés (proteinas, como enzi-
mas, anticuerpos o proteinas A o G, cofactores o sondas
de ADN). Los complejos se pueden inmovilizar a través
del centro activo intacto de las lipasas sobre todo tipo
de soportes hidrofébicos sin necesidad de realizar mo-
dificaciones o activaciones en los mismos. La unién de
la lipasa a los soportes hidrofébicos es reversible, lo que
permite la inmovilizacion reversible de los complejos. La
invencion proporciona dos métodos, quimico y bioldgico,
de preparacion de estos complejos y un método de inmo-
vilizacion de los mismos. Estos complejos inmovilizados
pueden tener aplicaciones en la industria, en el labora-
torio o en diagnéstico, debido a su uso potencial como
biocatalizadores 0 como biosensores. El método quimico
comprende la adsorcion de la lipasa a un soporte hidro-
fébico poroso, la conjugacion de la lipasa asi adsorbida
con la biomolécula y desorber este complejo del sopor-
te mediante el uso de detergentes. El método biolégico
comprende la insercién del gen de la biomolécula en un
plasmido conteniendo el gen de la lipasa, en un microor-
ganismo, para que éste exprese la lipasa fusionada a la
biomolécula.#La inmovilizacién reversible de los comple-
jos creados a partir de cualquiera de los dos métodos se
puede realizar en soportes hidrofébicos no porosos.
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DESCRIPCION

Complejos covalentes de lipasas con proteinas, sondas de ADN, cofactores u otras biomoléculas.

La presente invencién se encuadra en el campo de la bioquimica y la biologia molecular y se refiere a unos
complejos que comprenden lipasas unidas covalentemente, a través de regiones no involucradas en su centro activo,
a biomoléculas de interés (proteinas u otras biomoléculas). Los complejos se pueden inmovilizar posteriormente a
través del centro activo intacto de las lipasas sobre todo tipo de soportes hidrofébicos. También se refiere a dos
métodos, quimico y bioldgico, de preparacién de estos complejos y a un método de inmovilizacién de los mismos.
Estos complejos inmovilizados pueden tener aplicaciones en la industria, en el laboratorio o en diagnéstico, debido a
su uso potencial como biocatalizadores o como biosensores.

Estado de la técnica anterior

La inmovilizacién de biomoléculas de interés industrial o biomédico es, en muchos casos, una etapa necesaria en
el desarrollo de biocatalizadores y de biosensores. La mayoria de los soportes disponibles para tal fin son de naturaleza
hidrofébica, como por ejemplo, la mayoria de las particulas magnéticas comerciales (como los nicleos de ferrita recu-
biertos de poliestireno), los nanotubos de carbono, las placas multipocillo, algunas placas para preparar arrays, etc. Sin
embargo, la inmovilizacidn de proteinas y otras biomoléculas sobre estas superficies hidrofébicas genera una serie de
problemas, como la inactivacién de la biomacromolécula (Mateo, C., et al., 2002, Biotechnology Progress, 18:3, 629-
634). Ademais, este tipo de soportes podrian adsorber de forma inespecifica analitos, lo que dificulta su empleo como
biosensores. Algunas de estas nanoestructuras se derivatizan con dificultad, incluso una vez derivatizadas no se pueden
manipular facilmente. Es el caso de las nanoparticulas magnéticas, que pueden agregar en presencia de codisolventes,
alta fuerza idnica, reactivos polifuncionales, etc. Solucionar estos inconvenientes supondria la posibilidad de aplicar,
en la industria o en diagndstico, estas biomacromoléculas inmovilizadas.

Por otro lado, el desarrollo de técnicas de inmovilizacién reversibles aportaria una serie de ventajas en la inmo-
vilizacién de biomoléculas. Por ejemplo, cuando el soporte es muy caro o el reactor muy complejo, la posibilidad de
reutilizacion seria interesante (You, C., et al., 2009, Talanta, 78:3, 705-710).

Se han desarrollado métodos de inmovilizacién covalente de biomoléculas sobre carriers y membranas en presen-
cia de His-Tag, cuyos residuos de aminodcidos estdn directamente implicados en la unién covalente. Para aumentar la
probabilidad de inmovilizacién se puede incrementar la hidrofobicidad de la membrana (EP0991944 Al).

Por otro lado, la unién no especifica de las biomoléculas a los nanotubos de carbono se puede superar mediante
la unién de las proteinas diana a cadenas de 6xido de polietileno presentes en los nanotubos (Robert J. Chen, 2003,
PNAS, 100:9, 4984-4989).

Otra aproximacion es el recubrimiento de las nanoparticulas con silice para la uniéon de biomoléculas activas, como
anticuerpos, enzimas o nucleétidos, para marcar células, detectar y/o aislar moléculas de 4cidos nucleicos que tienen
secuencias nucleotidicas especificas, etc. (W0O03089906 A2).

La regeneracion de cofactores como NAD, NADP, NADPH, ATP, UDP, etc., es un problema en el disefio de multi-
tud de biotransformaciones. Una solucién pasa por la inmovilizacién del cofactor en nanoparticulas no porosas, usando
las enzimas implicadas en el proceso también en este tipo de soporte (Liu, W., et al., 2009, Journal of Biotechnology,
139:1, 102-107). No obstante, seria necesario disponer de cofactores inmovilizados en particulas de forma reversible,
de manera que se simplifiquen los sistemas de reciclado de estas moléculas.

En el caso de las enzimas, en aquellas que deben actuar sobre sustratos insolubles (como celulasas o proteasas),
seria interesante el uso de nanoparticulas no porosas para inmovilizar grandes cantidades de estas enzimas en la
superficie del soporte y poder realizar este tipo de reacciones. Sin embargo, su pequefio tamafio hace que su manejo
sea complicado. El uso de particulas magnéticas seria una simplificacion, pero dado su elevado precio es un sistema de
dificil uso a corto plazo. Ademds, la mayoria de las nanoparticulas que son estables son hidrofébicas, lo que provoca
su agregacion y la posible inactivacion de las biomacromoléculas inmovilizadas sobre ellas.

Las lipasas presentan una gran afinidad por las superficies hidrofébicas (Bastida, A., et al., 1998, Biotechnology
and Bioengineering, 58:5, 486-493) y existen en la naturaleza en dos conformaciones. Tienen su centro activo en un
bolsillo extremadamente hidrofébico y realizan sus funciones en la interfase de las gotas de sus sustratos (gotas de
aceite). En medios acuosos homogéneos, la forma mayoritaria de las lipasas es aquella en la que el centro activo se
encuentra aislado del medio por una cadena polipeptidica llamada “lid”, siendo considerada inactiva. En presencia
de superficies hidrofébicas, las lipasas sufren un cambio conformacional, adsorbiéndose a ellas a través de la cara
interna del lid (que es hidrofébica) y de las zonas hidrofébicas que rodean al centro activo, lo que conduce a una fuerte
adsorcion. Un ejemplo de ello es que las lipasas pueden exponerse a concentraciones del 30-40% de codisolventes
orgdnicos sin que sean liberadas al medio. Sin embargo, a pesar de esta gran afinidad por los soportes hidrofébicos,
éstos pueden ser facilmente recuperados sin necesidad de inducir en ellos modificaciones, sino simplemente lavandolos
con altas concentraciones de detergentes, que son capaces de liberar las lipasas (Bastida, A., et al., 1998, Biotechnology
and Bioengineering, 58:5, 486-493).
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El desarrollo de métodos sencillos de inmovilizacién de biomoléculas sobre nanoestructuras y otros soportes hi-
drofdébicos es fundamental para poder llevar a cabo las aplicaciones de las mismas. Estos métodos deben permitir la
unioén selectiva de la biomolécula de interés, es decir, sin que existan interacciones inespecificas con otras moléculas,
ya que de otra manera sus aplicaciones como biocatalizadores o como biosensores se encontrarian muy limitadas.
Ademds, en algunos casos seria interesante que estos métodos permitieran la reutilizacién del soporte una vez que ha
sido utilizado.

Descripcion de la invencion

La presente invencién proporciona unos complejos que comprenden lipasas unidas covalentemente, a través de
regiones no involucradas en su centro activo, a biomoléculas de interés (proteinas u otras biomoléculas). Los complejos
se pueden inmovilizar posteriormente a través del centro activo intacto de las lipasas sobre todo tipo de soportes
hidrofébicos. También se refiere a dos métodos, quimico y bioldgico, de preparacién de estos complejos y a un método
de inmovilizacién de los mismos. Estos complejos inmovilizados pueden tener aplicaciones en la industria, en el
laboratorio o en diagndstico, debido a su uso potencial como biocatalizadores o como biosensores.

La lipasa actia como proteina transportadora y se inmoviliza por activacién interfacial sobre particulas magnéticas
hidrofébicas u otros soportes hidrofébicos sin necesidad de realizar ningtn tipo de modificacién o activacién previa
de los soportes. De manera que, una vez unida la biomolécula a la lipasa, se puede llevar a cabo la inmovilizacién
de este complejo sobre un soporte hidrofébico evitando la inactivacion de la biomolécula, al ser la lipasa la que se
adsorbe por interaccién interfacial sobre la nanoparticula hidrofébica. La inmovilizacion de la lipasa es rapida, intensa,
reversible y se puede realizar en condiciones experimentales suaves. Una vez utilizadas las nanoestructuras o soportes
hidrofébicos, se pueden recuperar desorbiendo los complejos con altas concentraciones de detergente, permitiendo asi
la reutilizacion de los soportes para la adsorcién de nuevos complejos.

Los complejos son sencillos de preparar, tanto por métodos quimicos como bioldgicos. Ademds, esta inmovili-
zacién de las biomoléculas sobre las superficies, incluso cuando éstas son pequefias, se puede cuantificar siguiendo
la actividad catalitica de la lipasa transportadora. El hecho de que la proteina transportadora, es decir, la lipasa, po-
sea una alta actividad catalitica hacia substratos sintéticos facilita la cuantificacién de cantidades muy pequefias de
biomoléculas (del orden de microgramos) que se inmovilizan sobre las superficies de las nanoestructuras.

La inmovilizacién de biomoléculas sobre soportes hidrofébicos mediante el método proporcionado por la presen-
te invencién reduce las interacciones inespecificas indeseadas e incluso podria permitir la estabilizacién, por unién
covalente multipuntual, de las enzimas sobre las lipasas rigidas transportadoras.

Por tanto, un primer aspecto de la invencién se refiere a un complejo, de ahora en adelante “complejo de la
invencién”, que comprende una lipasa unida covalentemente a una biomolécula.

En la presente descripcion se entiende por “lipasa” la enzima presente en los lisosomas y liberada por el pancreas,
encargada de la descomposicion de las grasas o lipidos en acidos grasos. Una “biomolécula” es cualquier molécula
orgdnica constituyente de los seres vivos, como por ejemplo, pero sin limitarnos, glicidos, lipidos, proteinas, cofacto-
res o 4cidos nucleicos; en la presente descripcion también se incluyen dentro de las biomoléculas las sondas de acidos
nucleicos.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la lipasa procede de un microorganismo terméfilo, y
en una realizacién mas preferida el microorganismo termoéfilo es Bacillus thermocatenulatus o Thermus thermophillus.

Aunque cualquier lipasa capaz de adsorberse fuertemente a superficies hidrofébicas podria ser utilizada en la
presente invencidn, cuanto mds estable sea la lipasa mayor serd el rango de condiciones en las que ésta podrd utili-
zarse y mds variedad de modificaciones quimicas se podrdn realizar sobre la misma para optimizar la inmovilizacién
de la biocromolécula. Ademads, cuanto mayor sea la rigidez de la molécula de lipasa, mayor sera la posibilidad de
estabilizar la biomolécula a la que se una por unién covalente multipuntual. Por ello, las lipasas de la presente in-
vencién preferiblemente proceden de microorganismos termofilos, que se definen como aquellos microorganismos
que viven y se desarrollan bajo condiciones de temperatura extremas, es decir, superiores a 45°C, cuya temperatura
optima se encuentra entre los 50 y 75°C y su temperatura maxima entre 80 y 113°C. Ejemplos de microorganismos
termofilos podrian ser, pero sin limitarnos, Pyrococcus furiosus, Thermus aquaticus, Thermus thermophilus, Chloro-
flexus aurantiacus, Thermococcus litorales, Pyrodictium abyssi (archaea), Bacillus stearothermophilus, Rhodotermus
obamensis, Marinithermus hydrothermalis, Deferribacter desulfuricans, Thermodesulfobacterium hydrogeniphilum o
Bacillus thermocatenulatus.

Se entiende por “unién covalente” el enlace en el que los dtomos de dos elementos no metdlicos se mantienen
unidos gracias a que comparten dos electrones. En la presente invencion, las uniones covalentes entre las lipasas y las
biomoléculas se realizan a través de regiones no involucradas en el centro activo de la lipasa, asi se mantiene el centro
activo intacto para posteriormente inmovilizar el complejo sobre un soporte hidrofébico.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, la biomolécula del complejo de la invencién es una
proteina. En una realizacién mas preferida la proteina es un anticuerpo. En otra realizacién preferida la proteina es:
proteina A o proteina G. En otra realizacién preferida la proteina es una enzima.
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Se entiende por “proteina o péptido” cualquier macromolécula formada por cadenas lineales de aminoécidos unidos
por enlaces peptidicos, ya tenga funcién estructural, reguladora, catalizadora o enzimética, transportadora, defensiva
o contréctil. Se incluyen dentro de esta definicién tanto las proteinas simples (constituidas inicamente por aminod-
cidos) como las conjugadas (constituidas por aminodcidos y grupos prostéticos). Ejemplos de proteinas son, pero sin
limitarnos, las hormonas, los anticuerpos, las enzimas, los receptores, etc.

En esta descripcién se entiende por “anticuerpos o inmunoglobulinas” aquellas glucoproteinas producidas por los
linfocitos B en respuesta a un antigeno. El anticuerpo tipico estd constituido por unidades estructurales basicas, cada
una de ellas con dos grandes cadenas pesadas y dos cadenas ligeras de menor tamafio. Aunque la estructura general de
todos los anticuerpos es muy semejante, una pequefia region es extremadamente variable, lo cual permite la existencia
de millones de anticuerpos, cada uno con un extremo ligeramente distinto. Esta parte de la proteina, llamada regién
hipervariable, es la que confiere al anticuerpo la especificidad de unién a su antigeno.

La unién de la lipasa a un anticuerpo se puede realizar a través de su cadena glicosilica (tras su oxidacién con
perdiodato), por reaccién con los grupos amino de las lisinas de la lipasa. Esta inmovilizaciéon mantiene la capacidad
del anticuerpo para reconocer su antigeno.

La proteina A es un polipéptido de 42.000 daltons constituyente habitual de la pared celular de Staphilococcus
aureus, tiene cuatro lugares de unién a los anticuerpos, sin embargo, s6lo se puede usar uno a la vez. La proteina
A es bifuncional, permitiendo la formacion de complejos multiméricos. Cualquier anticuerpo tiene al menos dos
lugares de unién a la proteina A. Debido a estas propiedades, la proteina A es capaz de reconocer anticuerpos de
diferentes especies, como humanos, burro, conejo, perro, cerdo o cobaya, y con una menor afinidad, pero aun util, por
anticuerpos de ratén, vaca o caballo, entre otros, por lo que se ha empleado en muchos métodos inmunohistoquimicos.
La proteina A se purifica tanto de fuentes naturales (S. aureus) como a partir de sistemas de sobreexpresion de proteinas
recombinantes. La proteina G es un polipétptido de entre 30.000 y 35.000 daltons aislado de la pared celular del
estreptococo beta-hemolitico de las cepas C o G. Tiene una afinidad por los anticuerpos diferente a la de la proteina A
por lo que se complementa con ella, siendo asimismo 1til para los métodos inmunohistoquimicos. Las proteinas Ay G
unidas a una lipasa e inmovilizadas sobre particulas magnéticas o nanotubos hidrofébicos, o en general sobre cualquier
soporte hidrofébico, son ttiles tanto para la purificacion de anticuerpos (utilizindose en mezclas conteniendo incluso
s6lidos en suspensién) como para la inmovilizacion orientada de anticuerpos y su uso como biosensores.

Las “enzimas” son las sustancias de naturaleza proteica que catalizan reacciones quimicas, cuando es termodindmi-
camente posible, disminuyendo el nivel de la “energia de activacién” propia de las reacciones. Estas enzimas pueden
ser, pero sin limitarnos, oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, isomerasas, Nasas o ligasas. Ejemplos de enzimas
podrian ser, pero sin limitarnos, deshidrogenasas, quinasas, glucosidasas, descarboxilasas, sintetasas, etc. Existen en-
zimas que actian sobre sustratos o cofactores insolubles, ejemplos de ellos son, sin limitarnos, celulasas o proteasas.
Las enzimas que forman parte del complejo de la invencién son, preferiblemente, enzimas que actian sobre sustratos
o cofactores insolubles.

En otra realizacion preferida la biomolécula del complejo de la invencién es un cofactor. En una realizacién mas
preferida el cofactor se selecciona de la lista que comprende: NAD(P)*, NAD(P)H, ATP, ADP o FAD. En otra realiza-
cion preferida la biomolécula es una sonda de ADN.

Se entiende por “cofactor” cualquier componente no proteico, termoestable y de bajo peso molecular, necesario
para la accién de una enzima, ya sean iones metdlicos o moléculas orgdnicas o coenzimas. Ejemplos de cofactores
son, pero sin limitarnos, Fe?*, Cu**, K*, Mn?**, Mg**, vitaminas, NAD(P)*, NAD(P)H, ATP, ADP o FAD.

Se entiende por “sonda de ADN” cualquier fragmento de ADN marcado con fluorescencia.

En otra realizacién preferida, el complejo de la invenciéon ademas comprende un polimero activable entre la lipasa
y la biomolécula. En una realizacién mas preferida el polimero activable es dextrano.

Se entiende por “polimero activable” cualquier polimero que al ser modificado con algtin grupo quimico facilite
la unién entre una lipasa y otra biomolécula. Un ejemplo de polimero activable es, sin limitarnos, el dextrano. Se
entiende por “dextrano” un polisacarido complejo y ramificado formado por muchas moléculas de glucosa unidas en
cadenas de longitud variable (de 10 a 150 kilodaltons), que es usado como antitrombético porque reduce la viscosidad
de la sangre. La cadena consiste en uniones glucosidicas a1-6, mientras que las ramificaciones empiezan en uniones
al-4 (en algunos casos también en uniones 1-2 y a1-3). El dextrano es sintetizado a partir de la sacarosa por cier-
tas bacterias acido-lacticas, de las cuales las mds conocidas son, pero sin limitarnos, Leuconostoc mesenteroides y
Streptococcus mutans. Si se modifica una lipasa con dextrano y éste a su vez se une a un cofactor, seria posible dis-
poner de particulas magnéticas, o en general de cualquier soporte hidrofébico, con el cofactor inmovilizado de forma
reversible, simplificando en gran medida los sistemas de reciclado de estas moléculas. De la misma manera, la unién
de la lipasa a dextrano y éste a una sonda de ADN permite obtener la sonda inmovilizada de forma reversible sobre
particulas magnéticas, o en general sobre cualquier soporte hidrofébico. Por ello, el polimero activable, preferible-
mente dextrano, se encuentra entre la lipasa y la biomolécula, preferiblemente cuando la biomolécula es un cofactor o
una sonda de ADN.
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En otra realizacién preferida, el complejo de la invencién se encuentra inmovilizado en un soporte hidrofébico no
poroso. En una realizacién mds preferida el soporte hidrofébico se selecciona de la lista que comprende: nanotubo de
carbono, array hidrofébico, array hidrofobizado, placa multipocillo, nanoparticula magnética hidrofébica o nanopar-
ticula no magnética hidrofébica. En una realizacién atin mds preferida, la nanoparticula magnética hidrofébica es un
nucleo de ferrita recubierto de poliestireno.

Se entiende como ““soporte hidrofébico no poroso” cualquier soporte, incluyendo nanoestructuras, que es repelido
por el agua y que carece de poros. Ejemplos de soportes hidrofébicos no porosos son, sin limitarnos, nanotubo de
carbono, array hidrofébico, array hidrofobizado, placa multipocillo, nanoparticula magnética hidrofébica o nanopar-
ticula no magnética hidrofébica. Un ejemplo de nanoparticula magnética hidrofébica es, sin limitarnos, un niicleo de
ferrita recubierto de poliestireno. Se entiende como “nicleo de ferrita” aquel que estd formado por polvo de hierro
combinado con otros elementos que le dan muy buenas propiedades magnéticas. Se entiende como “poliestireno” el
polimero termopldstico que se obtiene de la polimerizacién del estireno.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de preparacién quimica del complejo de la invencién, de ahora
en adelante “primer método de la invencién”, que comprende:

a. adsorber una lipasa a un soporte sélido hidrofébico, poroso e inerte,
b. conjugar la lipasa del paso (a) con una biomolécula, y

c. desorber el complejo obtenido en el paso (b) del soporte.

En una realizacién preferida de este segundo aspecto de la invencién, el soporte sélido hidrofébico del paso (a)
es: octil-agarosa o vidrio recubierto de grupos alquilo de entre C,-C,3 En otra realizacién preferida, el soporte sélido
hidrofébico del paso (a) tiene una superficie hidrofilica recubierta de nanoestructuras hidrofébicas. En una realizacién
mads preferida, las nanoestructuras hidrofébicas se seleccionan de la lista que comprende: proteinas hidrofébicas, molé-
culas de proteinas hidrofébicas, proteinas hidrofilicas modificadas con reactivos hidrofébicos, polimeros hidrofébicos
o polimeros hidrofilicos modificados con reactivos hidrofébicos.

En la presente descripcion de entiende por “soporte sélido hidrofébico, poroso e inerte” cualquier soporte, inclu-
yendo nanoestructuras, que es repelido por el agua y que presenta poros. Ejemplos de soportes hidrofébicos de este
tipo son, pero sin limitarnos, octil-agarosa o vidrio recubierto de grupos alquilo. Se entiende por “grupos alquilo” los
grupos funcionales organicos formados por la eliminacién de un dtomo de hidrégeno de un hidrocarburo que siem-
pre se encuentran unidos a otro 4tomo o grupo. El soporte hidrofébico empleado en el paso (a) del primer método
de la invencién también puede tener una superficie hidrofilica, entendiendo como tal cualquier superficie que pre-
sente afinidad por el agua, modificada mediante el recubrimiento con nanoestructuras hidrofébicas. En la presente
descripcion se entiende por “nanoestructura” una estructura con un tamafio intermedio entre las estructuras mole-
culares y microscépicas, de tamafio micrométrico. Ejemplos de nanoestructuras hidrofébicas podrian ser, pero sin
limitarnos, proteinas hidrofébicas, moléculas de proteinas hidrofébicas, proteinas hidrofilicas modificadas con reacti-
vos hidrofébicos, polimeros hidrofébicos o polimeros hidrofilicos modificados con reactivos hidrofébicos. Un ejemplo
de proteinas hidrofébicas podria ser, pero sin limitarnos, las hidrofobinas.

El complejo de la invencidn se sintetiza en fase s6lida, en una etapa previa, en un soporte hidrofébico poroso donde
las interacciones intermoleculares entre las biomoléculas adsorbidas son imposibles, lo que evita su agregacion. Esto
puede realizarse gracias a la posibilidad de inmovilizar las lipasas de forma reversible sobre soportes hidrofébicos. La
lipasa inmovilizada en el soporte s6lido hidrofébico poroso se conjuga con la biomolécula de interés, como se muestra
en los ejemplos de la presente invencion. De manera que al final de esta etapa del proceso se obtiene la lipasa unida
al soporte s6lido hidrofébico poroso y a la biomolécula de interés. Posteriormente, se separa el complejo del soporte
poroso mediante detergentes, tal y como muestran los ejemplos de la presente invencidn, para obtener el complejo
formado por la lipasa y la biomolécula en su forma soluble.

En otra realizacién preferida, la lipasa del paso (a) se modifica con dienofilos, con grupos amino ionizados recu-
biertos de grupos epdxidos o de grupos glutaraldehido o con polimeros activados para conjugarse quimicamente con
biomoléculas. En una realizacién més preferida, los polimeros activados contienen grupos carboxilo, grupos epéxido
0 grupos amino.

Se entiende por “dienofilos” cualquier sustancia que sea atraida por los dienos. Los “grupos amino” son grupos
funcionales derivados del amoniaco o alguno de sus derivados alquilados por eliminacién de uno de sus dtomos de
hidrégeno. Se entiende por “ionizacién” el proceso quimico o fisico mediante el cual se producen iones. Se entiende
por “grupo epdxido” el radical formado por un dtomo de oxigeno unido a dos dtomos de carbono, que a su vez
estan unidos entre si mediante un solo enlace covalente. Se entiende por “glutaraldehido” una molécula simple de
cinco carbonos con grupos de aldehidos en cada extremo, de férmula quimica OCH-CH,-CH,-CH,-CHO. Ejemplos
de polimeros activados para conjugarse con biomoléculas con los que se podria llevar a cabo la modificacion de la
lipasa son, sin limitarnos, dextrano o polietilenglicol. Se entiende por “grupo carboxilo” un grupo de férmula organica
COOH unido a un resto orgdnico, representado como R.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2352779 Al

En los casos en los que la estabilidad de la biomolécula es mucho menor que la de la lipasa, la quimera quimica a
través de la unién covalente multipuntual tendria ventajas. Para ello, se pueden transformar todos los grupos carboxilo
de la lipasa en grupos amino por modificacién con etilendiamina. A continuacién, esos grupos pueden ser modificados
con 1,4 butanediol diglicidil éter, para generar grupos epdxido, o con glutaraldehido. Incluso la biomolécula de interés
podria ser adsorbida por intercambio i6nico sobre la lipasa aminada y posteriormente tratarla con glutaraldehido. Todas
estas técnicas, permiten una gran activacion de la lipasa, lo que podria permitir una unién covalente multipuntual muy
intensa de la biomolécula con la lipasa, aumentando su estabilidad.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de preparacion bioldgica del complejo de la invencién, de
ahora en adelante “segundo método de la invencién”, que comprende insertar el gen de la biomolécula en un plasmido
conteniendo el gen de la lipasa.

Preferiblemente, el segundo método de la invencién se lleva a cabo cuando la biomolécula del complejo de la
invencién es una proteina. Se entiende por “pldsmido” el fragmento extracromosémico de acido nucleico que se
encuentra en el citoplasma de algunos procariotas, de tamafo variable aunque menores que el cromosoma principal,
con estructura linear, circular o superenrrollada. A los microorganismos terméfilos conteniendo el gen de la lipasa
en un pldsmido, se les puede insertar, mediante técnicas de ingenieria genética conocidas por cualquier experto en la
materia, por ejemplo pero sin limitarnos, mediante el empleo de enzimas de restriccion, el gen de la biomolécula de
interés, por ejemplo pero sin limitarnos, una proteina. Mediante el corte, con la misma enzima de restriccion, del gen
de la lipasa y del gen de 1a biomolécula de interés, se generan extremos compatibles para el ligamiento de ambos genes
en fase de lectura mediante, por ejemplo, pero sin limitarnos, una ligasa. El microorganismo que porta el plasmido
conteniendo esta construccidon genética expresa la proteina de fusion lipasa-biomolécula. De esta manera se obtiene el
complejo de la invencion listo para ser inmovilizado en un soporte.

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso del complejo de la invencién para la inmovilizacién de biomoléculas
en soportes hidrofébicos.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un método de obtencién del complejo de la invencién inmovilizado en
un soporte hidrofébico no poroso, de ahora en adelante “tercer método de la invencién”, que comprende los pasos del
primer método de la invencién o del segundo método de la invencién, y ademas:

d. adsorber el complejo de la invencién a un soporte hidrofébico no poroso.

Una vez desorbido el complejo del soporte sélido hidrofébico poroso donde se realiza la conjugacién con la
biomolécula de interés, u obtenido el complejo mediante la fusién recombinante de la lipasa con la biomolécula,
el siguiente paso es absorberlo a un soporte o nanoestructura hidrofébica no porosa sin ningtn tipo de activacién o
modificacién, mediante el procedimiento descrito en los ejemplos de la presente invencién. De manera que, tras este
paso, se obtiene el complejo formado por la lipasa unida a la biomolécula inmovilizado sobre un soporte hidrofébico,
util para ser utilizado en la industria, en el laboratorio o en diagndstico.

En una realizacién preferida, el tercer método de la invencién ademds comprende:

e. recubrir el soporte hidrofébico no poroso con otras lipasas anteriormente a la adsorcién del paso (d).

Se puede recubrir el soporte hidrofébico no poroso con otras lipasas no modificadas y de bajo peso molecular,
para cubrir totalmente la superficie del soporte con estructuras proteicas hidrofilicas e inertes. Con ello, se obtiene una
superficie mds inerte, de forma que apenas quede superficie hidrofébica del soporte expuesta al medio.

Una vez utilizadas, las nanoestructuras o soportes hidrofébicos no porosos del paso (d) conteniendo los complejos,
se pueden recuperar desorbiendo los complejos con altas concentraciones de detergentes, y asi se pueden volver a
utilizar como soportes de nuevos complejos para inmovilizar biomoléculas. Ademas, el empleo de detergentes permite
obtener los complejos en su forma soluble. De manera que la inmovilizacién de los complejos de la invencién es
reversible, gracias a la capacidad de las lipasas de ser desorbidas de los soportes mediante el uso de detergentes.

Por tanto, en otra realizacion preferida, el tercer método de la invencién ademas comprende desorber el complejo
del soporte hidrofébico no poroso del paso (d) mediante el empleo de un detergente. En una realizacién mds preferida,
el detergente es laurato de sucrosa.

En esta descripcidn se entiende por “detergente” cualquier sustancia capaz de romper la barrera lipidica solubili-
zando las proteinas e interrumpiendo la interaccién lipido-lipido, lipido-proteina y proteina-proteina.

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso del complejo de la invencién como biocatalizador.
En esta descripcion se entiende por “biocatalizador” cualquier catalizador de las reacciones bioquimicas de los
seres vivos, que reduce la energia de activacion de una reaccidon quimica, haciendo que ésta sea mas rapida. Mediante

la inmovilizacién de los complejos de la invencién formados por lipasas y, por ejemplo pero sin limitarnos, proteinas,
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preferiblemente enzimas, o cofactores, se puede llevar a cabo la biocatdlisis de macromoléculas o, en general, de
cualquier reaccién bioquimica. Por tanto, las biomoléculas que forman parte del complejo de la invencién cuando éste
es usado como biocatalizador son, preferiblemente, enzimas o cofactores.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del complejo de la invencién como biosensor.

En la presente descripcidn se entiende por “biosensor” un sistema para la medicién (cuantitativa o cualitativa) de
pardmetros biol6gicos o quimicos, que suele combinar dos componentes de naturaleza bioldgica o un componente de
naturaleza bioldgica y otro de naturaleza fisico-quimica.

Las biomoléculas del complejo de la invencion que pueden ser empleadas como biosensores, pueden ser, sin limi-
tarnos, cofactores, sondas de ADN o proteinas, preferiblemente enzimas, anticuerpos o proteinas A o G. Las proteinas
tienen capacidad de unién a otras proteinas, como pueden ser los anticuerpos, por lo que disponer de proteinas in-
movilizadas en un soporte posibilita la unién con anticuerpos de interés para su aplicacién, por ejemplo, pero sin
limitarnos, en diagnéstico. Por ello, en una realizacion preferida, la biomolécula unida a la lipasa en el complejo de
la invencién que es usado como biosensor es una proteina, para su uso en la inmovilizacién reversible de anticuerpos,
y mds preferiblemente la proteina es proteina A o proteina G. En otra realizacion preferida, la biomolécula unida a la
lipasa en el complejo de la invencidn que es usado como biosensor es un anticuerpo para la deteccién de antigenos.

Las sondas de ADN pueden hibridar, por complementariedad, con fragmentos de 4cidos nucleicos. Por ello, en otra
realizacion preferida, la biomolécula unida a la lipasa en el complejo de la invencién que es usado como biosensor es
una sonda de ADN, para su uso en la deteccion de fragmentos de ADN.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del complejo de la invencién para la regeneracion de cofactores
inmovilizados. Debido a la capacidad de los complejos de la invencién inmovilizados de ser desorbidos de sus soportes
mediante el uso de detergentes, como se ha explicado anteriormente, es posible reciclar tanto las biomoléculas como
los soportes una vez que son utilizados. Cuando la biomolécula es un cofactor, el complejo inmovilizado puede usarse
para, por ejemplo, pero sin limitarnos, catalizar procesos redox, procesos de fosforilacion, etc. Tras lo cual, gracias a
que la unién de la lipasa al soporte es reversible, se puede desorber el complejo lipasa-cofactor y asi ser reutilizado el
cofactor para un futuro uso.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones la palabra “comprende” y sus variantes no pretenden excluir
otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas
y caracteristicas de la invencién se desprenderdn en parte de la descripcién y en parte de la préctica de la invencion.
Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la
presente invencion.

Descripcion de las figuras

Fig. 1. Representa el curso de inmovilizacion de la quimera BTL-DH sobre nanoparticulas magnéticas sin modi-
ficar. (O) Actividad enzimatica de BTL en el sobrenadante; () Actividad de BTL en suspension; (@) Actividad de
BTL en el complejo soluble.

Fig. 2. Muestra los complejos de lipasas con biomoléculas que es posible preparar mediante los métodos de la
invencion.

Fig. 3. Muestra los complejos de lipasas con biomoléculas inmovilizados sobre nanoparticulas magnéticas hidro-
fobicas.
Ejemplos

A continuacién se ilustrard la invenciéon mediante unos ensayos realizados por los inventores, que ponen de ma-
nifiesto la efectividad de los complejos que comprenden lipasas unidas a biomoléculas, asi como de los métodos de
preparacién e inmovilizacién de los mismos. Estos ejemplos especificos que se proporcionan sirven para ilustrar la
naturaleza de la presente invencidn y se incluyen solamente con fines ilustrativos, por lo que no han de ser interpreta-
dos como limitaciones a la invencién que aqui se reivindica. Por tanto, los ejemplos descritos mdas adelante ilustran la
invencidn sin limitar el campo de aplicacion de la misma.
Ejemplo 1
Complejo de lipasa con enzima

Preparacion e inmovilizacion del complejo lipasa-deshidrogenasa

Se utiliza como lipasa transportadora una lipasa termoestable de Bacillus thermocatenulatus (BTL) y como bio-
molécula de interés industrial, la enzima Formiato deshidrogenasa de Pseudomonas sp. (DH).
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Se adsorben 2 mg de BTL por 1 g de agarosa-octil mediante adsorcién hidrofébica a 25°C en fosfato de sodio 10
mM a pH 7. La BTL adsorbida se enriquece en grupos amino mediante el tratamiento con 1 M de etilendiamina a pH
4,75y 25°C durante 1,5 h mediante la adicién de 10 mM de carbodimida. Esta aminacién transforma todos los grupos
carboxilo de la lipasa en grupos amino, estos grupos se pueden modificar con 1,4 butanediol diglicidil éter para generar
grupos epoxido, o con glutaraldehido. Incluso, la enzima puede ser adsorbida por intercambio i6nico sobre la lipasa
aminada y posteriormente tratarla con glutaraldehido. Esta modificacién de la lipasa se lleva a cabo para establecer una
unioén covalente multipuntual en los casos en los que la estabilidad de la enzima es mucho menor que la de la lipasa.
Posteriormente, la BTL aminada en fase sélida se incuba durante 16 h a 25°C en una disolucién de butanodiol diglicidil
éter: 16% (v/v) en bicarbonato de sodio 100 mM a pH 9y 10% (v/v) de acetona. A cada gramo de BTL inmovilizada y
enriquecida en grupos aminos ionizados recubiertos por grupos epdxido se le ofrecen 0,9 mg de deshidrogenasa (DH)
en 9 mL de tampdn fosfato de sodio 10 mM a pH 7. De este modo 0,5 mg de DH se inmovilizan sobre 1 mg de BTL
(el 100% de la DH ofrecida y el 25% del maximo posible). Posteriormente, el complejo BTL-DH se incuba 16 h a
25°C y entonces toda la DH queda unida covalentemente a la BTL. A continuacién, cada gramo de derivado DH-BTL-
agarosa-octil se incuba en 10 mL en una disolucién de fosfato de sodio 10 mM a pH 7 con 0,5% (v/v) lauril sucrosa.
Se consigue desorber asi més del 60% de la quimera BTL-DH. Posteriormente, el detergente es eliminado mediante
hidrdlisis catalizada por un derivado inmovilizado covalentemente de la lipasa de Candida antdrctica B.

Para la inmovilizacién del complejo BTL-DH sobre una particula magnética hidrofébica, se ofrece a una suspen-
si6n de 100 mg de nanoparticulas magnéticas, una disolucioén de la quimera BTL-DH disuelta en 25 mM de fosfato
de sodio pH 7 a 25°C y se sigue la inmovilizacién viendo que tanto la actividad de la lipasa como la actividad de la
DH desaparecen del sobrenadante y se incorporan al soporte (véase Figura 1). De este modo se inmovilizan 67 mg de
quimera por 1 g de nanoparticula.

Ejemplo 2
Complejo de lipasa con sonda de ADN

Las sondas de ADN inmovilizadas sobre distintos soportes constituyen una herramienta para el desarrollo de bio-
sensores, sobre todo en el campo del diagnéstico. Uniendo las sondas de ADN, conteniendo un grupo tiol o disulfuro
introducido en los extremos 3’ 6 5°, a lipasas conteniendo grupos epdxido o grupos disulfuro muy reactivos, se pueden
recubrir las lipasas de varias moléculas de la sonda. Esto permite la inmovilizacién de sondas de ADN sobre todo tipo
de superficies hidrofébicas. Si ademds la lipasa es muy estable y la unién lipasa-superficie es estable a altas tempera-
turas, se puede incluso realizar una PCR de la muestra de ADN hibridada con la sonda complementaria inmovilizada.
En presencia de altas concentraciones de detergente, el ADN hibridado unido a la lipasa se puede desorber y el soporte
puede ser reutilizado, con la ventaja econémica que ello conlleva.

Ejemplo 3
Complejo de lipasa con cofactor
Preparacion e inmovilizacion del complejo lipasa cofactor

Se utiliza como lipasa transportadora una lipasa termoestable de Bacillus thermocatenulatus (BTL) y como cofac-
tor el NAD* (nicotin adenin difosfato) que es un cofactor clave para procesos enzimaticos de oxidacién y reduccién.

Se adsorben 8 mg de BTL por 1 g de agarosa-octil mediante adsorcién hidrofébica a 25°C en fosfato de sodio 10
mM a pH 7. Se amina parcialmente la BTL adsorbida mediante el tratamiento con 1 M de etilendiamina a pH 4,75 y
25°C durante 1,5 h mediante la adicién de 1 mM de carbodimida.

La lipasa BTL, parcialmente aminada se recubre con dextrano mediante la aplicacion del siguiente protocolo: se
prepara dextrano aldehido oxidado al 100% de peso molecular 6.000 daltons. Se ofrece a 1 g de agarosa-octil-BTL-
amino 9 mL de dextrano-aldehido 33 mg/mL a pH 7,5, y la suspension se deja agitando suavemente a 25°C durante 1,5
h. Finalmente el derivado se filtra, se lava con agua destilada y se utiliza inmediatamente para la obtencién de agarosa-
octil-BTL-dextrano-carboxilo. Este derivado agarosa-octil-BTL-dextrano sin reducir se incuba en una disolucién de
aspartato de sodio: asi 1 g de agarosa-octil-BTL-dextrano-aldehido se incuba en 9 mL de aspartato de sodio 3 M a pH
8,5 en 150 mM de trimetil amino borano. La suspension se somete a agitacion suave a 25°C durante 16 h. Después de
este tiempo se reduce con borohidruro mediante la suspensiéon en 90 mL de bicarbonato de sodio 100 mM a pH 10
conteniendo el volumen total 1 mg/mL de borohidruro de sodio durante 2 h. Finalmente, el derivado se filtra y se lava
con fosfato de sodio 100 mM a pH 7 y agua destilada abundante.

Se incuban 2 g de agarosa-octil-BTL-dextrano-carboxilo o de agarosa-octil-BTL-carboxilo en una disolucién acuo-
sa en un volumen total de 10 mL que contiene 100 mM de NAD* a pH 4,75. El acoplamiento carboxilo-amino se activa
mediante la adicion de 1-etil-3-(3-dimetiamino-propil) carbodiimida (EDCI) hasta una concentracién total de 100 mM
cada 1,5 h durante 6 h totales de reaccién. La mezcla de reaccién se somete a una agitacion suave a 25°C. Finalmente,
se lava abundantemente con una disolucion saturada de cloruro de sodio, fosfato de sodio 500 mM pH 7 y con fosfato
de sodio 10 mM pH 7. El resultado es una modificacién con 0,05 umol NAD*/mg de BTL. Pudiéndose desorber el
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50% de la BTL-dextrano-NAD* mediante la incubacién de 1 g de derivado en 10 mL de volumen total a 0,5% tritén
en 25 mM de fosfato de sodio a 25°C.

Para inmovilizar el complejo BTL-NAD* sobre nanoparticulas magnéticas, se ofrece un exceso de BTL sobre la
capacidad méaxima de carga de las nanoparticulas, de tal forma que se desorbe la cantidad de BTL-amino-epoxidada
presente en 5 g de agarosa-octil activada con 1,5 mg/g de BTL con 0,5% de trit6n en fosfato de sodio 25 mM a pH 7,
el sobrenadante de la desorcién se ofrece a 50 mg de nanoparticulas, a 25°C diluyendo el volumen de inmovilizacién
con fosfato de sodio 10 mM a pH 7 hasta la que la concentracién de tritén sea del 0,005%, obteniéndose una cinética
de inmovilizacion semejante a la anterior, inmovilizdndose un 75% de la cantidad ofrecida, que consiste en una mo-
dificacion de hasta 7,5 mg de BTL por 100 mg de nanoparticulas (equivalente, por tanto a 0,35 umoles de NAD™ por
cada 100 mg de nanoparticulas).
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REIVINDICACIONES
1. Complejo que comprende una lipasa unida covalentemente a una biomolécula.
2. Complejo segtin la reivindicacién 1 donde la lipasa procede de un microorganismo termdfilo.

3. Complejo segiin la reivindicacién 2 donde el microorganismo termofilo es: Bacillus thermocatenulatus o
Thermus thermophillus.

4. Complejo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde la biomolécula es una proteina.

5. Complejo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde la proteina es un anticuerpo.

6. Complejo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde la proteina es: proteina A o proteina G.
7. Complejo seglin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde la proteina es una enzima.

8. Complejo segin la cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde la biomolécula es un cofactor.

9. Complejo segtin la reivindicacién 8 donde el cofactor se selecciona de la lista que comprende: NAD(P)*, NAD
(P)H, ATP, ADP o FAD.

10. Complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde la biomolécula es una sonda de ADN.

11. Complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 que, ademds, comprende un polimero activable entre
la lipasa y la biomolécula.

12. Complejo segun la reivindicacién 11 donde el polimero activable es dextrano.

13. Complejo segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 que, ademads, se encuentra inmovilizado en un soporte
hidrofébico no poroso.

14. Complejo segiin la reivindicacién 13 donde el soporte hidrofébico se selecciona de la lista que comprende:
nanotubo de carbono, array hidrofébico, array hidrofobizado, placa multipocillo, nanoparticula magnética hidrofébica
o nanoparticula no magnética hidrofébica.

15. Complejo segtn la reivindicacién 14 donde la nanoparticula magnética hidrofébica es un nicleo de ferrita
recubierto de poliestireno.

16. Método de preparacién quimica del complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, que comprende:
a. adsorber una lipasa a un soporte s6lido hidrofébico, poroso e inerte,
b. conjugar la lipasa del paso (a) con una biomolécula,
c. desorber el complejo obtenido en el paso (b) del soporte.
17. Método de preparacién quimica del complejo segun la reivindicacién 16, donde el soporte sélido hidrofébico
del paso (a) es: octil-agarosa o vidrio recubierto de grupos alquilo de entre Cy-Cis.

18. Método de preparacién quimica del complejo segun la reivindicacién 16, donde el soporte sélido hidrofébico
del paso (a) tiene una superficie hidrofilica recubierta de nanoestructuras hidrofébicas.

19. Método de preparacion quimica del complejo segin la reivindicacién 18, donde las nanoestructuras hidrofébi-
cas se seleccionan de la lista que comprende: proteinas hidrofébicas, moléculas de proteinas hidrofébicas, proteinas
hidrofilicas modificadas con reactivos hidrofébicos, polimeros hidrofébicos o polimeros hidrofilicos modificados con
reactivos hidrofébicos.

20. Método de preparacién quimica del complejo segin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19 donde la lipasa
del paso (a) se modifica con dienofilos, con grupos amino ionizados recubiertos de grupos epéxidos o de grupos
glutaraldehido o con polimeros activados para conjugarse quimicamente con biomoléculas.

21. Método de preparacién quimica del complejo segun la reivindicacién 20, donde los polimeros activados con-
tienen grupos carboxilo, grupos epdxido o grupos amino.
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22. Método de preparacién bioldgica del complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 que comprende
insertar el gen de la biomolécula en un pldsmido conteniendo el gen de la lipasa.

23. Uso del complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 para la inmovilizacién de biomoléculas en
soportes hidrofébicos.

24. Método de obtencién del complejo segin cualquiera de las reivindicaciones 13 a 15, que comprende los pasos
del método segtin cualquiera de las reivindicaciones 16 a 21 o del método segun la reivindicacion 22, y ademas:

d. adsorber el complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 a un soporte hidrofébico no poroso.

25. Método de obtencién del complejo segin la reivindicacion 24 que, ademds, comprende:

e. recubrir el soporte hidrofébico no poroso con otras lipasas anteriormente a la adsorcién del paso (d).

26. Uso del complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a4, 7a9u 11 a 15 como biocatalizador.
27. Uso del complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15 como biosensor.

28. Uso del complejo segtin cualquiera de las reivindicaciones 8 6 9 u 11 a 15 para la regeneracién de cofactores
inmovilizados.
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OPINION ESCRITA N° de solicitud: 200930242

1. Documentos considerados.-

A continuacion se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la realizacion
de esta opinion.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacién

D01 Palomo J M. et al. "Use of immobilized lipases for lipase 04.06.2004
purification via specific lipase- lipase interactions". Journal of
Chromatography A. 04.06.2004. Vol. 1038. N°. 1-2. Paginas 267-
273.

D02 Palomo J. M. et al. "Evaluation of the lipase from Bacillus 28.11.2003
thermocatenulatus as an  enantioselective  biocatalyst".
Tetrahedron Asymmetry. 28.11.2003. Vol. 14. N°. 23, paginas
3679-3687

D03 Mateo C . et al. "Advances in the design of new epoxy supports 2007
for enzyme immobilization- stabilization". Biochemical Society
transactions. Dic. 2007. Vol. 35. N°. Pt 6. Paginas 1593 - 1601.
D04 WO 2005056808 A2 23.06.2005
D05 ES 2145702 Al 01.07.2000

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente solicitud se relaciona con la preparacion de complejos entre la lipasa inmovilizada de Bacillus thermocatenulatus o
Thermus thermophilus (BTL2) sobre soportes de octil-agarosa, y diversas biomoléculas para ser utilizadas como biocatalizadores
0 biosensores.

La lipasa se inmoviliza mediante absorcion hidrofébica. Después es enriquecida en grupos amino que se pueden modificar para
generar grupos epoxido. Esta modificacion se lleva a cabo para establecer una unién covalente multipuntual con la biomolécula a
la que se va a unir la lipasa inmovilizada. Una vez formado el complejo se puede desorber del soporte con un detergente. De esta
manera el complejo desorbido puede ser inmovilizado en un nuevo soporte, tal como una nanoparticula. Por tanto, el propoésito de
la invencion seria la generacion de complejos quimicos con fines cataliticos o analiticos haciendo uso de lipasas inmovilizadas en
soportes organicos.

D01 describe complejos lipasa-lipasa inmovilizados en soportes de glioxil agarosa (figura 3, pagina 269) utilizados para la
purificacién de lipasas objeto de analisis. En este caso, la lipasa inmovilizada procede de Pseudomonas fluorescens (PFL) y es
fijada sobre soportes de glyoxil agarosa mediante uniones covalentes multipuntuales. La PFL inmovilizada presenta la capacidad
de adsorber otras lipasas como la de Bacillus Thermocatenulatus (BTL2) permitiendo una sencilla forma de purificacién
enzimatica. Se obtuvieron resultados similares con otras lipasas de distintas procedencias; en todos los casos las enzimas
pueden ser facilmente desorbidas con Triton X-100.

D02 divulga un biocatalizador formado por la lipasa de Bacillus thermocatenulatus (BTL2) inmovilizada en distintos soportes
(tablas 1-5) utilizado para la resolucion de diferentes substratos quirales en condiciones hidroliticas. Se muestra que dependiendo
de las estrategias utilizadas en la inmovilizacién se consigue mejorar las propiedades cataliticas del biocatalizador (Esquema 7,
pagina 3686).

D03 divulga distintos procesos de inmovilizacion de proteinas en soportes activados con grupos epoxi, de manera que los grupos
amino de la proteina, al reaccionar con los epoxi del soporte, establezcan una unién covalente que refuerza el anclaje covalente
multipuntual de enzimas para usos industriales de estos catalizadores.

D04 describe un sistema de inmovilizacion de ADN junto con un marcador biocatalitico, tal como una enzima, para ser utilizado
en estudios de criminologia o ciencias medioambientales
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Hoja adicional

Asi pues, las reivindicaciones que hacen referencia a los complejos serian nuevas en la medida que se refieran a los complejos
descritos en los ejemplos 1-3 de la solicitud, es decir se limitasen a las reivindicaciones 8- 10. Las reivindicaciones 1-4,7,11-15
carecerian de novedad segun el art. 6 de la LP, puesto que D01 divulga complejos lipasa-lipasa. Las reivindicaciones 16-19, 24,
25, tal y como estan reivindicadas, carecen de novedad puesto que D01 describe un procedimiento de inmovilizacién de lipasas
de Bacillus thermocatenulus (BTL2) sobre soportes de agarosa que comprende la adsorcién de la lipasa sobre un soporte, la
conjugacioén de la lipasa con una biomolecula y la desorcién del complejo con un detergente. Por tanto, tales reivindicaciones
carecen de novedad. Las reivindicaciones 20-21 si que son nuevas puesto que ninguno de los documentos del estado de la
técnica describen las etapas de modificacion de residuos carboxilicos de la lipasa. Los usos de las reivindicaciones 23, 26-28,
s6lo serian nuevos en la medida que se refieran a los complejos de los ejemplos 1-3, obtenidos por los métodos de las
reivindicaciones 20-21.

Tomando en consideracion D01 como el estado de la técnica mas cercano, la diferencia entre este y el objeto de la solicitud seria
la transformacién de los grupos carboxilos de la lipasa inmovilizada en grupos amino, que a su vez, puedan ser transformados en
grupos epoxi. El efecto técnico de esa modificacion de grupos carboxilos en grupos amino seria el establecimiento de uniones
covalentes multipuntuales, aparentemente con la deshidrogenasa con la que forma el complejo. El problema técnico seria la
provisién de un método para la unién covalente entre una lipasa inmovilizada sobre un soporte de agarosa y la biomolécula que
une esta lipasa. La solucion dada por la solicitud, en la medida que se refiera a los compuestos de las reivindicaciones 8-10,
responderia al problema propuesto. A partir de lo divulgado en DO1 no se puede deducir de manera obvia que la elecciéon de
modificaciones en los grupos carboxilo de la lipasa BTL2, tal y como se reflejan en las reivindicaciones 20, 21, contribuya a la
generacion de uniones covalentes multipuntuales entre la lipasa inmovilizada en el soporte de agarosa y el enzima
deshidrogenasa, o los cofactores del ejemplo 3. Asi pues, los complejos de las reivindicaciones 8-10 obtenidos por el método de
las reivindicaciones 20, 21, si que tendrian actividad inventiva, segin lo mencionado en el articulo 8 de la LP. Aquellas
reivindicaciones ( 1-4, 7,11-19, 23-28), cuyo contenido excede el alcance de lo divulgado en la descripcion carecen de actividad
inventiva, puesto que no todas las posibles soluciones comprendidas en las mismas supondrian una contribucion sobre el estado
de la técnica.
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