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@ Resumen:

Procedimiento de inmovilizacién de una glutamato deshi-
drogenasa.

Esta solicitud describe la preparacion de un derivado de
una glutamato deshidrogenasa (GDH) de Thermus sppin-
movilizado-estabilizado por unién covalente multipuntual.
La enzima soluble ya es muy estable desde pH 6 a pH 10,
incluso a 60°C, reconoce NAD, NADH, NADP, y NADPH.
Su inmovilizacion en soportes glioxil permite la estabiliza-
cion tanto de su estructura multimérica como de la rigidez
de cada mondémero, aumentando alin mas su termoresis-
tencia, y ampliando el rango de utilizacién a pH inferiores
a 5 (donde la enzima soluble se inactiva por disociacién).
El derivado inmovilizado es resistente a disolventes, alta
temperatura, pHs dréasticos, etc. Este derivado inmoviliza-
do de la GDH, por lo tanto tendria excelentes posibilida-
des de utilizacibn como enzima regeneradora de cofac-
tores en procesos de reduccion-oxidacion enzimaticos o
como biosensor.
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DOCUMENTOS RELEVANTES

Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A SIU, E. et al.: "Electrochemical Regeneration of NADH Using 1-15
Conductive Vanadia-Silica Xerogels", Biotechnol. Prog.
(enero-febrero 2007), vol. 23, pp.: 293-296, todo el documento.
A WO 9406907 A1 (BOEHRINGER MANNHEIM GMBH) 31.03.1994, 1-15
todo el documento.
A EP 0135092 B1 (YAMASA SHOYU KABUSHIKI KAISHA et al.) 25.07.1990, 1-6,12-15
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todo el documento.
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C12N 11/10 (2006.01)
C12N 11/14 (2006.01)

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacion)

C12N

Bases de datos electronicas consultadas durante la busqueda (nombre de la base de datos vy, si es posible, términos de
busqueda utilizados)

INVENES, EPODOC, WPI, BIOSIS, CA
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200702294

Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 04.09.2009

Declaracion

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-15 Si
Reivindicaciones NO

Actividad inventiva Reivindicaciones 1-15 Si

(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.

Consideraciones:

Los documentos de la solicitud de patente sobre los que se basa esta Opinién Escrita son el resultado de las modificaciones
efectuadas durante el proceso de examen formal y técnico de la solicitud de patente.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200702294

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 SIU, E. et al., Biotechnol. Prog., vol. 23, pp.: 293-296 01-02/2007
D02 WO 94/06907 A1 31/03/1994
D03 EP 0135092 B1 25/07/1990
D04 US 2007/0131546 A1 14/06/2007

2. Declaracion 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 declaracion

La solicitud reivindica un procedimiento para inmovilizar una glutamato deshidrogenasa procedente de Thermus thermophi-
lus mediante unién covalente multipuntual sobre soportes activados con grupos glioxil. Una vez estabilizada, la enzima asi
inmovilizada se utiliza tanto para regenerar NAD(H) y/o NADP(H) mediante reacciones red-ox, como para la fabricacién de
biosensores para la deteccién de metabolitos como acido glutamico, iones amonio, urea, metales pesados, etc.

D01 describe la utilizacién de glutamato deshidrogenasa para la regeneracién de NADH. En este caso se utilizan xerogeles
conductores a base de pentdxido de vanadio y silice para encapsular a la enzima. La encapsulacion de la enzima en este
tipo de geles aumenta la eficacia de la regeneracion. D02 reivindica un procedimiento para unir covalentemente una glutamato
deshidrogenasa a una matriz de naturaleza polisacaridica o a un poliuretano para evitar asi la turbidez de las disoluciones que
la contengan.

D03 y D04 describen procedimientos para elaborar electrodos que contengan glutamato deshidrogenasa para ser utilizados en
la deteccion de metabolitos como el amoniaco (D03) o una sustancia sin especificicar (D04). A la vista del estado de la técnica
anterior, puede considerarse que la invencion es nueva y tiene actividad inventiva. Tanto la forma de obtener la enzima, como
el procedimiento de inmovilizacion y su uso en la regeneracion de nucleétidos de adenina y como componente de biosensores
son distintos de los descritos (D01-D04). Ademas, de los datos revelados en estos documentos no resultaria obvio para un
experto en la materia llegar a desarrollar la invencion tal y como se reivindica en la solicitud.
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