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@ Resumen:

Proceso de purificacion y estabilizacion de la enzima
Gluconato Deshidrogenasa (GADH, EC 1.1.99.3)
recombinante o no, a partir de varios
microorganismos como por ejemplo: Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Gluconobacter oxydans, Gluconobacter industrius,
Serratia marcescens Klebsiella pneumoniae y
Eschericia coli y su uso como elemento de
reconocimiento bioldégico en biosensores para la
determinacién del 4cido glucénico en muestras de
interés.

Biosensor bio-catalitico con transduccién
electroquimica libre de interferentes gracias a la alta
selectividad de la enzima obtenida mediante el
método detallado y estabilizada con los agentes
quimicos optimizados.
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DESCRIPCION

PROCESO DE PURIFICACION Y ESTABILIZACION DE LA ENZIMA
GLUCONATO DESHIDROGENASA (GADH, EC 1.1.99.3); ENZIMA
GLUCONATO DESHIDROGENASA (GADH, EC 1.1.99.3); Y USO DE LA
ENZIMA GLUCONATO DESHIDROGENASA (GADH, EC 1.1.99.3)

ESTADO DEL ARTE

Frente a los métodos analiticos convencionales (HPLC con varios detectores,
espectrofotometria de absorcién atémica, polarografia...etc.) los métodos bio-
analiticos han experimentado un gran interés gracias a la alta selectividad de los
elementos de reconocimiento biolégico. El ejemplo mas revelante de este
aumento de interés es la invencién revolucionaria de los biosensores desde
1962 gracias a los trabajo de Clark y Lyon [L.C. Clark and C. Lyons, Ann. NY.
Acad. Sci 120 (1962) 29]. Son dispositivos compactos que se basan en la
integracion intima de elementos de reconocimiento biolégico en un sistema de
transduccion de la senal fisica [D.R Thévenot et al Pure. Appl. Chem
71(1999)2333]. El desarrollo de estos dispositivos pasa de forma genérica por
tres lineas de investigacion: la eleccién del sistema de transduccién de la sefial
fisica adecuado, la inmovilizacién y/o la integracién de este elemento en la
superficie sensora, y la correlacién de la sefial generada con la presencia del
analito de interés. Estos dispositivos compactos sufren la presencia de
interferentes presentes en la matriz., 1o que se puede paliar mediante desarrollos
quimiométricos o aplicando al biosensor materiales compatibles con el ERB.

En el bagaje bibliografico actual se pueden encontrar muchas invenciones
centradas en esta ultima aproximacioén, la aplicacién de capas protectoras que
sirven tanto para proteger los ERBs de los posibles inhibidores como al sistema
de transduccién de la sefal de los interferentes. De hecho se ha usado con
abundancia y con mucho éxito polimeros biocompatibles como son el acetato de
celulosa [H. Gunasingham et al, Biosensors 4 (1989)349; X. Ren et al Colloids
Surf B Biointerfaces 72 (2009)188; R. Vaidya and E. Wilkins, Electroanalysis 6
(1994) 617; L.N. Wu et al Electrochim. Acta 51 (2006) 1208], el chitosano [J. Lin
et al Sensors Actuators B: Chem 137 (2009) 768; S. Hikima et al, Fereseniu’s. J.
Anal. Chem 345 (1993) 607; H. Yu et al, Anal. Biochem 331 (2004) 98; G. Wang
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et al Biosens. Bioelectron 18 (2003) 335; X. Kang et al Biosens. Bioelectron 25
(2009) 901; J. Chem, Electroanalisis 18 (2006) 670] y el Nafion [M. ElKaoutit and
Col W0O/2009/022035; M. ElKaoutit and Col W0/2009/034200; J. Wang et al, J.
Am. Chem. Soc 125(2003) 2408; S. H. Lim, Biosens. Bioelectron 20 (2005) 2341;
Y-C. Tsai et al Langmuir 21 (2005) 3653; A. A Karyakin et al, Anal. Chem 72
(2000) 1720; M. ElKaoutit et al J. Agric. Food. Chem 55 (2007)8011; M. ElKaoutit
et al, Talanta 75 (2008) 1348; M. ElKaoutit et al, Biosens. Bioelectron 22 (2007)
2958].

La presente invencién se ha centrado en una aproximacién totalmente novedosa
para evitar problemas de inhibicién de la enzima Gluconato Deshidrogenasa
(GADH, 1.1.99.3), protegerla y darle cierta durabilidad a temperatura ambiente
en una matriz tipicamente compleja como es el vino o el mosto de uva. Es
destacable el hecho de que la sensibilidad a ciertos inhibidores e interferentes
de las enzima puede depender del organismo de donde se extrae este elemento
de reconocimiento biolégico, de su proceso de purificacién e incluso de los
estabilizantes necesarios para mantener una cierta conformacién estructural de
la proteina. Se ha conseguido la purificacién de la enzima GADH (1.1.99.3) a
partir de varios microorganismos, mediante métodos muy novedosos y su
estabilizacién en una disolucién especifica. Como aplicacién se han fabricado
biosensores con simple retencién fisica sobre una base conductora de una
alicuota liquida de esta enzima mediante una membrana de didlisis junto con el
mediador quimico; sin aplicacién de ninguna matriz de inmovilizacién ni un
protector. El dispositivo resultante ha demostrado satisfactoria selectividad y
estabilidad al acido glucénico como sustrato en matrices tipicamente complejas
como son el vino (muy rico en taninos y sulfitos) o/y el mosto de uva (con

elevado grado de glucosa y acido ascérbico por ejemplo).

El presente invento preconiza un proceso de purificaciéon y estabilizaciéon de la
enzima Gluconato Deshidrogenasa (GADH, EC 1.1.99.3) recombinante o no, en
la que la purificacién de GADH se realiza a partir de células de Serratia
marcescens, Kleibsella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas

fluorescens, Gluconobacter oxydans, Gluconobacter industrius o Eschericia coli
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o mezcla de ellas, y en el que la rotura celular se produce mediante sonicacién u

otro tipo de rotura fisica, procediéndose a obtener sus membranas, en el que:
a) las membranas se resuspenden por extrusiéon y

b) se realiza la solubilizacién de la enzima GADH de la membrana mediante la
adiccion de detergentes como n-Octyl-B-D-tioglucésido, Zwittergent 3-12, Twenn
80, Brij 58 o Triton X-100 en porcentajes v/v entre el 0,1% y el 3 %, se
ultracentrifuga la suspensioén y se recoge el sobrenadante,

c) se somete al sobrenadante a una cromatografia de intercambio i6nico a un pH
entre 4y 8,5.

También se caracteriza porque a la enzima GADH asi purificada se le afiade:

acido glucénico a una concentracién entre 5y 20 mM;

una concentraciéon v/v de glicerol entre el 10 y el 50%;

- detergentes como n-Octyl-B-D-tioglucésido, Zwittergent 3-12, Twenn 80,
Brij 58 o Triton X-100 a una concentracion v/v entre el 0.05y 2%;

- un catiéon divalente que puede ser MgCI2, CaCl2 o BaCl2 a una
concentracion entre 1y 10 mM; y

uno o varios de los siguientes hidratos de carbono en una concentracion
v/iv entre el 1 y el 20%; trehalosa, malitol, manitol, sorbitol, dextran y
Ficoll™.

También es objeto de la invencién la Enzima Gluconato Deshidrogenasa (GADH)
obtenida de acuerdo con este proceso.

Asi mismo, es objeto de la invencién el uso de la enzima, obtenida de acuerdo
con el proceso anteriormente descrito, como elemento de reconocimiento
biolégico para el desarrollo de dispositivos de medida del sustrato enzimatico
acido glucénico.
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También es objeto del invento el uso de la enzima, obtenida de acuerdo con el
proceso anteriormente descrito, para medir los valores de acido glucénico en

muestras alimentarias, por ejemplo, mostos y vinos.
EXPLICACION DE UNA FORMA DE REALIZACION PREFERENTE

Para una mejor comprension de la presente invencion, se exponen los siguientes
ejemplos, descritos en detalle, que deben entenderse sin caracter limitativo del

alcance de la presente invencién.

Ejemplo 1. Purificacion de gluconato 2-deshidrogenasa (GADH, 1.1.99.3) a
partir de Pseudomonas aeruginosa

La cepa bacteriana utilizada para esta invencién, Pseudomonas aeruginosa
CECT 108, puede ser cultivada en cualquier medio que induzca el ciclo de las
pentosas fosfato.

En el paso de produccién se emplearon 2 matraces Erlenmeyer de 2 litros, cada
uno conteniendo 600 ml de medio, que habian sido inoculados con un 10% de
volumen de cultivo crecido en el mismo medio hasta obtener una ODg=2,5. Los
cultivos fueron incubados a 28°C hasta su fase exponencial tardia
(aproximadamente 12 horas).

Los cultivos fueron centrifugados durante 45 minutos a 9000 rpm, se eliminé el
sobrenadante y se recogié el precipitado. La masa celular fue conservada en
congelacién a -80°C hasta el momento de su ruptura.

Para comenzar la ruptura de las células, se descongelaron y se resuspendieron
en 5 veces su volumen en tamp6n acetato 50 mM y un pH=4.5 de ruptura. Se
anadieron 5 mg/ml de lisozima e inhibidor de proteasas y se mantuvo en
agitaciéon a temperatura ambiente durante 30 minutos. En este momento, se
afadié 0,5 ml de DNAsa Il 1 mg/ml en NaCl 0,15 M y se mantuvieron las células
en agitaciéon en el tampén descrito a 4°C hasta el dia siguiente.

Mas tarde las células se sometieron a 6 pulsos de sonicacién, con un 50% de
amplitud. Se centrifugaron, para separar las células no rotas y las paredes
celulares (precipitado) del sobrenadante, que contenia las proteinas
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citoplasmaticas y las membranas celulares en suspension. Se evitdé recoger el
sobrenadante de mayor densidad, que quedaba sobre el precipitado, por la
dificultad que suponia la separaciéon de las proteinas citoplasmaticas de las

proteinas de membrana.

El sobrenadante se ultracentrifugd a 20000 rpm, tras lo cual se deseché el
sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado nuevamente en tampén acetato 50
mM pH=4,5 para eliminar la mayor cantidad posible de proteinas citoplasmaticas
retenidas en las membranas precipitadas. Se ultracentrifugé a 20000 rpm y se

desechd nuevamente el sobrenadante.

Las membranas se resuspendieron esta vez en tampén acetato 20 mM pH=4,5
aproximadamente 2 ml. Para homogeneizar la suspension se sometieron a bafio
de ultrasonidos, evitando el calentamiento de la muestra mediante la

introduccién del tubo de vidrio que la contenia en hielo en escamas.

En este momento, se cuantificé proteina mediante reactivo de Bradford en
espectrofotémetro a 595 nm de longitud de onda y actividad enzimatica, también
en espectrofotémetro, a 600 nm durante 5 minutos. Los reactivos empleados
para el ensayo enzimatico fueron 700 ul de tampén fosfato 135 mM pH=4.5, 100
ul de gluconato 165 mM en el mismo tampén fosfato, 100 ul de DCPIP 2,2 mM y
100 pl de PMS 13 mM.

Se incrementd el volumen de tampdn de resuspensién hasta obtener una
concentracién de proteina 10 mg/ml. Se afiadié detergente Triton X-100 al 0,5%
para solubilizar las proteinas de membrana y se mantuvo en agitaciéon a 4°C

durante la noche.

Al dia siguiente, se ultracentrifugé a 35000 rpm la suspensién. Se deseché el
precipitado, se recogié el sobrenadante y se midié nuevamente la actividad

enzimatica.

El sobrenadante se sometié a cromatografia de intercambio iénico en un equipo
FPLC, utilizando como tampén A: acetato 20 mM pH=4,5 y Triton X100 al 0,1%
y, como tampén B, el mismo, afiadiendo KCI 1M. Se eluy6 la muestra con un
gradiente de 0 a 50%, con un flujo de 1 ml/min. Se realizé ensayo enzimatico y
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cuantificaciéon de proteina de las fracciones eluidas, para realizar una seleccién

de aquellas fracciones que tuviesen mayor actividad especifica.

Se concentr6 la enzima mediante ultrafiltracién en membrana de 50000 MWCO
de didametro de corte hasta obtener una concentracién aproximada de 0,2 UE/pl.

Para su conservacion, se afadié como agente solovofdbico 15% de glicerol y
detergente 1% de Triton X-100, un agente crioprotector 1% de Trehalosa y
estabilizantes a base de cationes divalentes y/o sustratos naturales de la enzima.

Ejemplo 2. Purificacion de gluconato 2-deshidrogenasa (GADH, 1.1.99.3) a
partir de Gluconobacter Oxydans.

La cepa bacteriana utilizada para esta invencién, Gluconobacter oxydans CECT
360, puede ser cultivada en cualquier medio que induzca el ciclo de las pentosas
fosfato.

En el paso de produccién se emplearon 6 matraces Erlenmeyer de 2 litros, cada
uno conteniendo 600 ml de medio, que habian sido inoculados con un 10% de
volumen de cultivo crecido en el mismo medio hasta obtener una ODgg=2. Los
cultivos fueron incubados a 30°C hasta su fase exponencial tardia
(aproximadamente 48 horas).

Los cultivos fueron centrifugados durante 45 minutos a 9000 rpm, se eliminé el
sobrenadante y se recogié el precipitado. La masa celular fue conservada en
congelacién a -80 °C hasta el momento de su ruptura.

Para comenzar la ruptura de las células, se descongelaron y se resuspendieron
en 5 veces su volumen en tampén fosfato 100 mM pH=6. Se afadieron 5 mg/ml
de lisozima e inhibidor de proteasas y se mantuvo en agitacién a temperatura
ambiente durante 30 minutos. En este momento, se afiadié 0,5 ml de DNAsa Il 1
mg/ml en NaCl 0,15 M y se mantuvieron las células en agitacién en el tampén
descrito a 4°C hasta el dia siguiente.

Mas tarde las células se descongelaron y se sometieron a dos pasos por prensa
French a 1000 Kg/cm?. Se centrifugaron, para separar las células no rotas y las
paredes celulares (precipitado) del sobrenadante, que contenia las proteinas
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citoplasmaticas y las membranas celulares en suspension. Se evitdé recoger el
sobrenadante de mayor densidad, que quedaba sobre el precipitado, por la
dificultad que suponia la separaciéon de las proteinas citoplasmaticas de las

proteinas de membrana.

El sobrenadante se ultracentrifugd a 20000 rpm, tras lo cual se deseché el
sobrenadante y se resuspendié el precipitado nuevamente en tampén fosfato 50
mM pH=6 para eliminar la mayor cantidad posible de proteinas citoplasmaticas
retenidas en las membranas precipitadas. Se ultracentrifugé a 20000 rpm y se

desechd nuevamente el sobrenadante.

Las membranas se resuspendieron esta vez en tampén fosfato 20 mM pH=7,
aproximadamente 6 ml. Para homogeneizar la suspension se sometieron a bafio
de ultrasonidos, evitando el calentamiento de la muestra mediante la

introduccién del tubo de vidrio que la contenia en hielo en escamas.

En este momento, se cuantificé proteina mediante reactivo de Bradford en
espectrofotémetro a 595 nm de longitud de onda y actividad enzimatica, también
en espectrofotémetro, a 600 nm durante 5 minutos. Los reactivos empleados
para el ensayo enzimatico fueron 700 ul de tampén fosfato 135 mM pH=5, 100 ul
de gluconato 165 mM en el mismo tampén fosfato, 100 ul de DCPIP 2,2 mM y
100 yl de PMS 13 mM.

Se incrementd el volumen de tampdn de resuspensién hasta obtener una
concentraciéon de proteina 10 mg/ml. Se afadié detergente Twenn 80 al 0.5%
para solubilizar las proteinas de membrana y se mantuvo en agitacién a 4 °C

durante la noche.

Al dia siguiente, se ultracentrifugé a 35000 rpm la suspensién. Se deseché el
precipitado, se recogié el sobrenadante y se midié nuevamente la actividad

enzimatica.

El sobrenadante se sometié a cromatografia de intercambio iénico en un equipo
FPLC, utilizando como tampén A: fosfato 20 mM pH=7 y Twenn 80 al 0,1% v,
como tampdn B, el mismo, afiadiendo KCI 1M. Se eluyé la muestra con un
gradiente de 0 a 50%, con un flujo de 1 ml/min. Se realizé ensayo enzimatico y
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cuantificaciéon de proteina de las fracciones eluidas, para realizar una seleccién

de aquellas fracciones que tuviesen mayor actividad especifica.

Se concentr6 la enzima mediante ultrafiltracién en membrana de 50000 MWCO
de didametro de corte hasta obtener una concentracién aproximada de 0,2 UE/pl.

Para su conservacion, se afiadi6 como agente solvofébico 15% de glicerol y
detergente 1% de Twenn 80, un agente crioprotector 3% de Dextran 40 y
estabilizantes a base de cationes divalentes y/o sustratos naturales de la enzima.

Ejemplo 3. Purificacion de gluconato 2-deshidrogenasa (GADH, 1.1.99.3) a

partir de Serratia marcescens.

La cepa bacteriana utilizada para esta invencién, Serratia marcescens IFO 3054,
fue cultivada en un medio que contenia 0,1% de polipeptona, 0,1% de extracto
de levadura, 0,1% de NaCl, 0,3% de KH,PO,, 0,04% Na,SO, y 0,04 de MgSO, x
7H,0.

En el paso de produccién se emplearon 2 matraces Erlenmeyer de 2 litros, cada
uno conteniendo 600 ml de medio, que habian sido inoculados con un 10% de
volumen de cultivo crecido en el mismo medio hasta obtener una ODgy=3. Los
cultivos fueron incubados a 26 °C hasta su fase exponencial tardia
(aproximadamente 48 horas).

Los cultivos fueron centrifugados durante 45 minutos a 9000 rpm, se eliminé el
sobrenadante y se recogi6 el precipitado. La masa celular fue conservada en
congelacién a -80 °C hasta el momento de su ruptura.

Para comenzar la ruptura de las células, se descongelaron y se resuspendieron
en 5 veces su volumen en tampén fosfato 100 mM pH=6. Se afadieron 5 mg/ml
de lisozima e inhibidor de proteasas y se mantuvo en agitacién a temperatura
ambiente durante 30 minutos. En este momento, se afiadié 0,5 ml de DNAsa Il 1
mg/ml en NaCl 0,15 M y se mantuvieron las células en agitacién en el tampén
descrito a 4°C hasta el dia siguiente.

Mas tarde las células se descongelaron y se sometieron a dos pasos por prensa
French a 1000 Kg/cm?. Se centrifugaron, para separar las células no rotas y las
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paredes celulares (precipitado) del sobrenadante, que contenia las proteinas
citoplasmaticas y las membranas celulares en suspension. Se evitdé recoger el
sobrenadante de mayor densidad, que quedaba sobre el precipitado, por la
dificultad que suponia la separaciéon de las proteinas citoplasmaticas de las

proteinas de membrana.

El sobrenadante se ultracentrifugd a 20000 rpm, tras lo cual se deseché el
sobrenadante y se resuspendié el precipitado nuevamente en tampén fosfato 50
mM pH=6 para eliminar la mayor cantidad posible de proteinas citoplasmaticas
retenidas en las membranas precipitadas. Se ultracentrifugé a 20000 rpm y se

desechd nuevamente el sobrenadante.

Las membranas se resuspendieron esta vez en tampén acetato 20 mM pH=5,
aproximadamente 2 ml. Para homogeneizar la suspensién se sometieron las

membranas a extrusién a través de una jeringa.

En este momento, se cuantificé proteina mediante reactivo de Bradford en
espectrofotémetro a 595 nm de longitud de onda y actividad enzimatica, también
en espectrofotémetro, a 600 nm durante 5 minutos. Los reactivos empleados
para el ensayo enzimatico fueron 700 ul de tampén fosfato 135 mM pH=4.5, 100
ul de gluconato 165 mM en el mismo tampén fosfato, 100 ul de DCPIP 2,2 mM y
100 pl de PMS 13 mM.

Se incrementd el volumen de tampdn de resuspensién hasta obtener una
concentracion de proteina 15 mg/ml. Se afadié detergente n-Octyl-B-D-
tioglucésido al 2% para solubilizar las proteinas de membrana y se mantuvo en
agitacion a 4°C durante la noche.

Al dia siguiente, se ultracentrifugé a 35000 rpm la suspensién. Se deseché el
precipitado, se recogié el sobrenadante y se midié nuevamente la actividad

enzimatica.

El sobrenadante se sometié a cromatografia de intercambio iénico en un equipo
FPLC, utilizando como tampdén A: fosfato 20 mM pH=7 y n-Octyl-B-D-tioglucésido
al 0,1% y, como tampédn B, el mismo, afiadiendo KCI 1M. Se eluy6 la muestra
con un gradiente de 0 a 50%, con un flujo de 1 ml/min. Se realiz6 ensayo
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enzimatico y cuantificacién de proteina de las fracciones eluidas, para realizar

una seleccién de aquellas fracciones que tuviesen mayor actividad especifica.

Finalmente se concentré la enzima mediante ultrafiliracibn en membrana de
50000 MWCO de diametro de corte hasta obtener una concentraciéon
aproximada de 0,2 UE/ul.

Para su conservacion, se afiadi6 como agente solvofébico 15% de glicerol y
detergente 1% de n-Octyl-B-D-tioglucdsido, un agente crioprotector 10% de Ficoll
y estabilizantes a base de cationes divalentes y/o sustratos naturales de la

enzima.

Abreviaturas:

DNAsa: deoxiribonucleasa

ODgg: densidad éptica a 600 nm.

r.p.m.: revoluciones por minuto

DCPIP: diclorofenol indofenol

PMS: metosulfato de fenazina

MWCO: peso molecular de corte

FPLC: cromatografia liquida para proteinas
Aplicacién

La enzima asi obtenida se ha ensayado en el desarrollo de un biosensor electro-
bio-electrocatalitico de segunda generacién en vinos y mostos de uva en modo
amperométrico y los resultados han sido satisfactorios.

1"
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REIVINDICACIONES

1.- Proceso de purificacion y estabilizacién de la enzima Gluconato
Deshidrogenasa (GADH, EC 1.1.99.3) recombinante o no, en la que la
purificacién de GADH se realiza a partir de células de Serratia marcescens,
Kleibsella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Gluconobacter oxydans, Gluconobacter industrius o Eschericia coli o0 mezcla de
ellas, y en el que la rotura celular se produce mediante sonicacién u otro tipo de

rotura fisica, procediéndose a obtener sus membranas, caracterizado porque:
a) las membranas se resuspenden por extrusiéon y

b) se realiza la solubilizacién de la enzima GADH de la membrana mediante la
adiccion de detergentes como n-Octyl-B-D-tioglucésido, Zwittergent 3-12, Twenn
80, Brij 58 o Triton X-100 en porcentajes v/v entre el 0,1% y el 3 %, se

ultracentrifuga la suspensioén y se recoge el sobrenadante,

c) se somete al sobrenadante a una cromatografia de intercambio i6nico a un pH

entre 4y 8,5.

2.- Proceso de purificaciéon y estabilizacion de la enzima Gluconato
Deshidrogenasa (GADH, EC 1.1.99.3) recombinante o no, segun reivindicacién
1, caracterizado porque a la enzima GADH asi purificada se le afiade acido
glucdnico a una concentracién entre 5y 20 mM.

3.- Proceso de purificaciéon y estabilizacion de la enzima Gluconato
Deshidrogenasa (GADH, EC 1.1.99.3) recombinante o no, segun reivindicacién
2, caracterizado porque a la enzima GADH asi purificada se le afiade una
concentraciéon v/v de glicerol entre el 10 y el 50%.

4.- Proceso de purificacion y estabilizacion de la enzima Gluconato
Deshidrogenasa (GADH, EC 1.1.99.3) recombinante o no, segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque a la enzima GADH asi purificada
se le afade detergentes como n-Octyl-B-D-tioglucésido, Zwittergent 3-12, Twenn
80, Brij 58 o Triton X-100 a una concentracién v/v entre el 0.05 y 2%.
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5.- Proceso de purificaciéon y estabilizacion de la enzima Gluconato
Deshidrogenasa (GADH, EC 1.1.99.3) recombinante o no, segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque a la enzima GADH asi purificada
se le afade un cation divalente que puede ser MgClI2, CaCl2 o BaCl2 a una
concentracion entre 1y 10 mM

6.- Proceso de purificaciéon y estabilizacion de la enzima Gluconato
Deshidrogenasa (GADH, EC 1.1.99.3) recombinante o no, segun cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque a la enzima GADH asi purificada
se le afiade uno o varios de los siguientes hidratos de carbono en una
concentracioén v/v entre el 1y el 20%; trehalosa, malitol, manitol, sorbitol, dextran
y Ficoll™,

7.- Enzima Gluconato Deshidrogenasa (GADH, EC 1.1.99.3) recombinante o no,
obtenida de acuerdo con el proceso de las anteriores reivindicaciones.

8.- Uso de la enzima Gluconato Deshidrogenasa (GADH, EC 1.1.99.3)
recombinante o no, obtenida de acuerdo con el proceso de las anteriores
reivindicaciones, para medir los valores de acido glucénico en muestras

alimentarias.
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NO
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NO
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201031819

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion

D01 S.CAMPUZANO et al. “Integrated Electrochemical gluconic acid
biosensor based on self-assembled monolayer-modified gold
electrodes. Application to the analysis of gluconic acid in musts
and wine” JOURNAL OF AGRICULTURAL AND FOOD
CHEMISTRY, vol. 55, 2007, paginas 2109-2114. Pagina 2110,
columna izquierda.

D02 K. MATSUSHITA et al. “Membrane-bound D-Gluconate
Dehydrogenase from Pseudomonas aeruginosa. Purification and
structure of cytochrome-binding form”. J. BIOCHEM, vol 85, 1979,
paginas 1173-1181. Paginas 1174-1176.

D03 K. MATSUSHITA et al. “D-Gluconate Dehydrogenase from
bacteria, 2-keto-D-gluconate- yielding,  membrane-bound".
METHODS ENZYMOL, vol 89, 1982, paginas 187-193.

Paginas 188-191.

D04 K.MATSUSHITA et al. “D-Glucose Dehydrogenase from
Pseudomonas fluorescens, membrane-bound” METHODS
ENZYMOL, vol 89, 1982, paginas 149-154. Paginas 150-151.

2. Declaracion motivada seguin los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién 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 de patente, tal y como ha sido presentada, hace referencia a un proceso de purificacion y estabilizacion
de la enzima Gluconato Deshidrogenasa (GADH EC 1.1.99.3), recombinante o no, en la que la purificacion de GADH se
realiza a partir de células de Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Gluconobacter oxydans, este otras, y en la
que la rotura celular se produce mediante sonicacion u otro tipo de rotura fisica para obtener las membranas, y dichas
membranas se resuspenden por extrusion; se realiza la solubilizacion de la enzima GADH de la membrana mediante la
adicién de detergentes, se ultracentrifuga la suspension y se recoge el sobrenadante, y éste Ultimo se somete a una
cromatografia de intercambio iénico (reivindicacion 1). A la enzima GADH asi purificada se le afiade &cido gluconico
(reivindicacion 2), glicereol (reivindicacion 3), detergentes (reivindicacion 4), un cation divalente (reivindicacion 5), e hidratos
de carbono (reivindicacién 6). Se reivindica, también, la enzima Gluconato Deshidrogenasa obtenida por dicho proceso
(reivindicacion 7), y el uso de Gluconato deshidrogenasa EC. 1.1.99.3 para medir los valores de acido gluconico en
muestras alimentarias (reivindicacion 8).

NOVEDAD Y ACTIVIDAD INVENTIVA LP, ARTS.6Y 8

El documento DO1 hace referencia a un biosensor para detectar acido glucénico en muestras de vino y mosto (véase
resumen) Se trata de un biosensor amperométrico en el que tetratiafulvaleno (TTF) y gluconato deshidrogenasa, se
encuentran co-inmovilizados cubriendo la superficie del electrodo con una membrana de didlisis. La enzima gluconato
deshidrogenasa procede de Pseudomonas sp., concretamente, EC.1.1.99.3 (véase pagina 2110, columna izquierda).

El documento D02 se refiere a una enzima D-gluconato deshidrogenasa (EC 1.1.99.3) solubilizada a partir de la membrana
de Pseudomonas aeruginosa y purificada hasta un estado homogéneo con ayuda de detergentes (tales como Triton X-100)
(véase reumen). Dicha gluconato deshidrogenasa se ha encontrado en bacterias tales como Pseudomonas, Klebsiella,
Serratia etc (véase pagina 1173), y en dicho documento la solubilizacién y purificacion de la enzima D-gluconato
deshidrogenasa se ha llevado a cabo a partir de P. Aeruginosa, Klebsiella pneumonide y Serratia marcescens (véase pagina
1174, columna izquierda, segundo parrafo). En el proceso de purificacion se cultivan las células, se someten a
centrifugacion, se utilizan sistemas de tampdn a base de fosfato potasico, detergente Triton X-100, DNAsa, etc y se llevan a
cabo diferentes centrifugaciones para separar sobrenadantes y precipitados, y se somete a electroforesis (véase paginas
1174-1176).

El documento D03 trata sobre D-gluconato deshidrogenasa (EC 1.1.99.3) procedente de bacterias tales como Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens. La purificacion de D-gluconato
deshyidrogenasa se llevd a cabo a partir de las cepas anteriores y solubilizando dicha enzima de la membrana de P.
Aeruginosa y P. Fluorescens con desoxicolato al 0,2%, - colato al 0,5% y colato al 1% respectivamente, y después, se
purific6 adicionalmente a través de una fraccion de sulfato aménico y cromatografia en columna en presencia de Triton X-
100. Por otro lado, la enzima procedente de K. Pneumoniae y S. marcescens se solubilizé con Triton X-100 al 2% y se
purificé por cromatografia en columna en presencia de Triton X-100 (véase paginas 188-191).
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El documento D04 describe la purificacion de D-glucosa deshidrogenasa (EC 1.1.99.a) a partir de Pseudomonas fluorescens.
Los microorganismos se crecieron en un medio sintético. Para el procedimiento de purificacion se utilizé6 tampodn de fosfato
potasico (pH 6,0) que contenia MgCl, 5mM. Las células se cultivaron y se almacenaron a -20°C, se suspendieron en un
tampon y se afiadi6 DNAsa obteniéndose por centrifugacion la fraccién de la membrana a la que se afiadié KCl y Triton X-
100 obteniéndose D-glucosa deshidrogenasa, después de una serie de centrifugaciones (véase paginas 150-151).

Por lo tanto, a la vista de los documentos citados del estado de la técnica, dicha solicitud de patente posee novedad y
actividad inventiva para las reivindicaciones 1-8, ya que no se ha encontrado el procedimiento de purificacion y estabilizacion
de la enzima Gluconato deshidrogenasa (EC.1.1.99.3) recombinante o no recogido en las reivindicaciones 1-6, ni tampoco se
ha encontrado dicha enzima de acuerdo con el procedimiento de purificacion descrito (reivindicacion 7), ni el uso de la citada
enzima obtenida por dicho proceso (reivindicacion 8). Por lo que, se considera que las reivindicaciones 1-8 son nuevas y
poseen actividad inventiva en el sentido de los articulos 6 y 8 de la LP.
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