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Esta invencidn se refiere a enzimas recientemente

desoubisrtos Utiles para reducir las- placas dentales ca-
riogénicas, a un procedimiento para el aislamiento y pu-
rificacidn de los enzimas y a las composiciones que con-
tienen los nuevos enzimas ocomo ingrediente activo. |

Es sabido que las placas dentales humanas desempe=-
flan un importante papel en el desarrollo de caries, cdlou~
los y enfermedades periodénticas, importantes problemas sa
niijarios que deben ser evitdbles mediante una higiens oral
apfopiada. |

Las.placas se adhieren a los dientes y a los teji~
dos gingivales y retienen su integridad, por lo menos en
parte, medlante la accidn de polisacdridos y proteinas,
Uno de estos polisacéridos, un glucano, ha sido reconoci-
do en la tecnica anterior como dextrano sometide & hidrd
lisis enzimdtica por las dextranasas. Ia incorporacidn de
dextranasas.a los productos para le higiene bucal ha sido
propuesta en la solicitud‘de patente estadounidense ‘
nf 10.983 por Woodruff y colaborsdores. Andlogamente, el
uso de proteasas dispersantes de las placas para la higie-

ne bucal ha sido propuesto por Mollé en J, Soc. Calif,

Dent. Assn., 35,391 (1967) y por Shaver y colaboradores
en J. Pariodontology, 41, 33 (1970).

Los.solicitantes han descubierto.que la placa den

tal contiene otro glucano discreto en cantidades aproxima
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damente iguales a las delﬁdéxtrano, ‘refractario a la
aceidn hidrolfitica de la dextranasa, pare el cual se ha
propuesto el nombre de "eariogenano"

Ahora los- solicltantes han descubierto unos enzi—
mas anteriormente no conocidos, capaces de degradar enziw
néticamente el constituyente cariogenano de las placas
dentales. Estos;enzimas han sido denomlnedos "ceriogena~-
nasas", ‘7 ‘ ‘ ' V

~ Debido & la capacidad dé 1ag cariosenanaaas'péra
degradar al cariogenanb, que es uho de los agenteé.adhe-
sivos de las placas dentales, encuenira utilidad como cong
tituyente en los productos de higiene bucal tales " como pas

tas dentifricas, enjuasgues, ungﬁen$057para_frotar'o en go-

- mgs de mascdr, pastillaé, tabletas.mésticables, alimentos,

bebidas 0 en un chorro de agua a gran velocidad, ya sea
como unico congstituyente enzimgtico o como dtil coadyuvan-
te en combinacidn con otros enzimas ooﬁp dextranasa y/o
proteasas dispersantes de las placas.

Los productos para la. higlene bucal deben egtar
constitufdos de manera que un solo tratamiento bucal expon-
ge la boca a 10-20,000 unidades de.cariogenanasa y es con-
veniente de uns a varias aplicaciones al dia.

Cuando se utiliza en co@binacidn con dextranasas,
con protemsas dispersantes de placas o con ambas, los‘pro-

ductos para la higione bucal deben estar constitufdos de
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maners que un solo tratamiento bucal exponga la boca a al-
redsdor de 100,000-200,000 unidades de dextranasa, slrede-

dor dé 0, 4—206 unidades de azocaseina de broteasa dispersan—

te de las placas y alrededor de 10 a 20 000 unldades de ca-

riogenanasa, como ya se ha mencionado.

Se aislaron placas dentales humanas de varios volun

»'tarios medlanme rascado fisico de los dientes ¥ se encon~

tro Que contenian, caloulado sobre el peso seco, alrededor
de 0,6 2 2,5 % do ‘polisacdride refractario e la dextranasa.
Se ha, demostrado que este mismo polisacarmdo, junto
con dextrano, es elaborado 1n yitro por Streptoeoccu -
$ans SI-1 (NRRL n® B-5304), cuando se cultiva en un medio

que contiens.sacarosa couo fuente de hidratos de carbono y

también cuando se incuba un caldo de Streptocosccus mutans

‘exento de'células que oontiene'ehzimas extracelulares, em— -

‘ pleando una solucién de sacaroaa.

En todos los oasos, el carlogenano fue separado dal
dextrano acompaﬁante mediante inoubacion con dextranasa..El-
cariOgenano fue purlflcado después por desproteinlzaoion
mediante procedimientos normaless ' _

La estructura del cariogenano fue determinada por
procedimientos habituales que implican la hidrélisis deida

parcial, seguido de andlisis cualitativo y cuantitativo de

- las fracciones de olig0sacéridos'producﬁdas por le hidréli-

rsis ¥ por oxidaci 6n con metaperyodato y estudios de reduc-
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oidn con borohidruro. De esta forma se determind que la eg
tructura era un glucano no ramificado con ligandos a-(1—3)
¥ @=(1-»2) en una proporeidn daA3§1 aproximadamente;

‘Los orgenismos miciqbianos capacés de hidrolizar en-

zimdticamente al cariogenano son aislados de las bacterias

transportadas por el aire exponiendo unas placas de agar

que contieﬁen.gn medio nutritive aprppiédo, inelufdo el ca-

riogenaho,rodmo fuente de hidratos de carbono e incubando
los oultivoé resultantes & uns temperatura adecuads, habi~ -
tuglmente de 28 a 37°C durante hasta unos 10 dfas. Tos or—

.ganismos que resultan activbs son subeultivados en placas

de agar similares con objato de aislarlos. , _
Elvenzima extracelular, cériOgenanasa; es producido
en una ocantidad aislable incubgndo un cultivo de un micro-
organismo elaborador de dariogenanasa a una temperaturs, ade;
cugda, habitualmenté de 28 a 3760, on un medio nutritivo en
matraces sacudidos, hasta que se produce un nivel satisface

torio de actividad de cariogenanasa, habitualmente durante

72 a 96 horas'aproximadamgnte. En general, los microorga-

nismos no necesitan el cariogenano como fuente de hidratos

‘de carbono en el medio nutritivo para la elaboracidn de

-cariogenanasa. Uno de los organismos Bacillus sp MB-2665

(NRRL n® B-5300) utilizado pars ilustrar esta invencidn,

. 8{ que requiere cariogenano como nutriente. Sin embargo,

por tscnicas de mutacidn convencionales, puede ser produci-
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do un mutante constitutiéo‘qge no requiere cariogenano en

el medio.

El enzima es aislgdo del ealdo liberandolo de los

residuos celulares y otras sustancias insolubles por cen—

| trifdganién ] filtracidn, concentrando el cenmrifugado de
5a15 veces, preferiblemente alrededor de 10 veces a va-

efo y preoipitando la proteina por procedimienxos habitua~

les como, por egamplo, con un diaolvente orgénlco, forme~-

,oidn de oomplejo con metales o por saturacion con,una sal

como sulfamo aménico o 31milares. Es preferible utllizar

. precipitaoiones multiplas con disoluclones intermedias del

preoipitaﬂo en una solucidn reguladora y clarificacidn de
las soluciones resultantes por filtraclon o centrifugacion.
E1l precipitado fingl en la soluclén acuosa es dializado des

pues y conservado como soluclon frla o en forma liofillza~

vda;

El enzims asi producido se caracteriza por ser es-
pecifico:para un ligando glucosidico t=(1—>3) con un li-

gando glucosidico vecinal a~(1-—»2). Tiene un punto de iso=-

electroenfoque de 5,1. ELl intervalo de pH Optimo es ancho

con una actividad méixime a pH 6;0. Estas caracteristioasA.
dis?inguen’claramehte la caribgenanasa-de cuaiquier édli—
sacarasa conoeida en»la tdonica.

. A continuscidn damos detalle de los di&ersos proéew

dimientos utilizados pars aislar y CaracteriZar el carioge-
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nano producido';g‘ggzg e in vitro y ejemploarpafa la pre~
paracion y caracterizacidn de 1oé.nuevos enzimas de este
invento, las carlogenanasas.
Alslamiento de oariogenaho 2 partir de placas dentales hu~
ngnag
Se toman unas placas reclentes de los donadores que

" han interrumpido toda higiens bucal durante un periodo de

‘acumulacidén de. plecas de 4 a 6 dfes. Para recoger y

combinar las placas de todas 1aa superficies dentales éee-_

‘quibles se utiliza una pequefia espitula. La placa humede=

cida, habitualmente del tamafio de un guisante, se suspende
en unos 10 ml de agua destilaaa y ia suspensidn se coloca
en un bafio de agus nirviendo durante 20 minutos para inac-
tivar los enzimas. le sustancia insoluble se recoge por
centrifugacidn, se suspende de nuevo en unos 2 nl de agua
destilada y =se liofiliza. Habitualmeﬁte, gse obtilenen de 6
a 15 mg de peso seco. de placa por cada donante,

El cariogenano es alslado de la placa de la siguien~

Se extraen 10 g de los polisacdridos a la tempera~

- tura ambiente con 1 litro de NaOH 0,5 M, agitando constan-

teme nte durante 30 minutos. La materis insoluble se separa
por centrifugacidn y se despreciam. El liquido que sobre-
nada ligeramente opsaco sé lleva a pH 5,1 por adicidn de

acido acético 2 N, con formacidn de un gel denso. Se re-

-7 =
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gistra ‘el volumen de la suspensidn muy viscosa'y se afiaden
200 unidadeg/ml de dextranasa. La suspensidn se incuba &
37°Q hesta que los azlicares que dan resceién positiva con

la antrona, solubilizados por la dexmranasa, han alcanzado

un nivel maximo. Esto habitualmente requiere de 6 a 8 ho-

rée}fEl digesto de dextranasa que se ha vuelto menos visoo-—
80, es'bentrifugado'para feboger'los materialeé no digeri-
dps. Zos-materialea granulados se lavan dos veces en 10 vo-
limenss de agua destilada. Se solubilizan en § volimenes de
NaOH 0,5 N y se desproteinizan con uﬁVvoidmen igual de clo-
roformo/butanol (9:1 en volumén) en una mezcladors a peque-
fia velocided, durante 15 minutos. EL complejo ‘de clorofor-
mo—prbteina sé elimina por separacidn de las fases en la
contrifuga. Ia eapa~adu05a transparente se recupera por ai-

fdnacién'y.la operacidn de desproteinizacidén se repite has-

ta que el complejo de cloroformo-proteina aparece como una

piel fina que cubre parcialmente la interfgse. la fase acuo-

~sa transparente y casi incolora se dialize durante 18 no-

che frente & agua desionizada corriente. Al perder alcali?'

nidad, el cariogenano se deposite como gel translicido

‘blance, constitufdo por particulas planas brillantes. El

gel es 1iofilizado formando un polvo brillante y esponjoso,
que represents alrededor del 25 % del peso del polisacdrido

crudo de partidsa.
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Prepéracién de cariogenano por Streptococcus mutans in vitro

Fl material de partida en el aislamiento del cario-
genano es producido en un medio de la giguiente composicidns
5 g de extracto de levadura, 11 g de Tripticasa, 60 g de sa-
carosa, 1 g de Na,C03, 0,5 g de golucidn sglina (MgSO4.7H20,
800 mg; FeClye6Hy0, 40 mg; MnCly: 18 mg por cada 100 ml de
agua desionizada), disueltos en 1 lifro de solucidn regula-
dore de fosfato 0,1 M a pH 7,3: El medio es inoculedo con
Streptococgus:ggzagg SI~1 (NRRIL ng B;5304) ¥y la materia in
soluble éa recoge cuando el pH ha descendido a 5,2 aproxi-
madamente, Después de la centrifugacidn, el méferial se la~
va dos veces con 20 volumenes de ague desionizada y se lio-
filiza. | |

El cariogenano es aislado de los pdlisacéridoa CY U

dos insolubles y liofilizades, producidos in vitro, por sl

.procedimiento utilizado para aislar el cariogenano de las

placas dentales humenas previamente deserito.

Preparacion de cariogenano por caldo de Streptococcus mutgns

exento de cdlulas, in vitro

Ios polisacdridos son producidos por adicién de 5 ml -
de caldo de Streptococeus mutens SI-1 exento de células,
recogido a pH 5,2, a 25 ml de una solucion de sacarosa al
6 % en peso/volumen (en solucién reguladora de fosfato
0;10 Ma pH 7,0), filtracidn de la mezcla & través de un

filtro con poros de 0,45 micras e incubacidn a 37°C quran-
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. cas de gel de aillce G (Analtech, Inc,) en dos s

te 7 dias. Tos polisacaridoa 86 recOgen por centrifugacion,
se lavan dos veces en 12 ml de aguae destilada, se suspenden
de nueve en unos 2 ml de agua‘destllada Yy se 110filizan.

El cariogenano es aislado por la téeniea anteribrh

mente deecrita.

' Determinacion de la estructura del carlogenano :

(a) Espectrosoogig infrarroig

E1 espectro infrarrogo dsl cariogenano en Nujol re—

iVela un pico a 840 cm~1 que indica uns configuraoion a de
" los ligandos glucosidicos. Ia completa ausencia de absor-

’ cion a 890 cm~1 indica 1la falta de 1igandos g-glucosidicos.

(b) Hidrdlisis acida

1

El cariogenano es hidrolizedo en 112504 N (10 mg/ml)

durante 48 horas aproximadamente. Por neutralizacion con

" Ba003 y cenzrifugaczén 30 obtlene una solucidn transparen-
~ tes La cromatografia en papel y en eapa fing de la solucidn

‘ indica que la glucosa es el ¥nico monosacirido presente.

' Se realizo una cromatografie en cape finaJsobre pla~
stemas.
Slstema I: nﬁbutanol/acetona/agua, 4:5:1. Sistemi I nybu
tanol/acido aoetlco/agua/eter et{lico, 9:6:1:3. Ias placas
desarrolladas Be degan gecar en una corrlente de,alre. El

butanol y el écldo acetico reslduales s6. separan.eolocan~

'Vdo‘lasAplacas en un desecador a vacio durante 30| minutos.

oo . v |
‘Los agzUcares son localizados pulverizando la placa desarro-

- 10 -
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1lada con una solucidn al 5.% de nitrato de plata (calen—
tando a 110°C durante 10 minutos) o con un resctivo de naf-
tol—resoréinol, calentendo & 100°C durante 15 minutos, Co-
mo mgreadores de referencim para calcular el tamafio molecu~
lar de los productos de hidrdlisis, resu;téntes de la accidn
de ig cariogenangsa sobre el cariégenano, se wtilize un dié
gesto de dextranass de dextrano-100 lineml (Sigma), asi como
dextr&sa ¥y refinosa. '

La eromatografla de papel de los productos de la hi

'dr61151s enzimatica y 4cida se realiza sobre hoaas de pa~-

pel Whatmen nf 1, de 20 x 55 cn aproximadamente, por el mé-
todo descendente. ILos cromatogramas son desarrolledos du-
rante 2 dfas y medio con npbutanol/piridina/agua, 63433,

Ios aztcares son localizados maenchendo con nitrato de pla-
ta en acetona (Trevelyen, W.E. y colaboradores, Nature, 166,
444 (1960)). | |

(e) Eidrdlisis gcide parcisl o
El cariogenano es sometido g hidrdlisis 4cida tra-

~tando 30 mg del mismo en 3 ml de acido sulfdrieco al 66 %,

a la temperatufa ambiente, durante 15 minutos., El hidroli-
zado es neutralizado con Ba(OH), y dilufdo a 100 ml con
ague, destilada.zbgspués deAseparar,el BaSQ,, el exceso de
Ba(OH), se separa en forua de BaCOy por adicidn de peque-
flos trozos de hielo seco. E1 BaCO3 se separé por centrifu-

o + P .
gacion. La solucion transparente se concentra diez veces.

- 11 -
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Lo cromatografie en papel y en capa fina del concen-
trado revela la presencia de nigerotriosa (0ma~D=glucopira-
nos1l-(1—»3)-0-a-D-glucopiranosil~( 1—»3)-0~a~D~glucopirano~
sa)j nigerosa (b-a-D—glucopirannsil-(1~9a)~0~a~D-g1ucoping
nosa);'kojibioéa (O-a-D-glucopirancsile-( +—2)~0-a~D-gluco~
piranosa) y glucosa. '

_ No existe evidencia de isomaltosa o de isomaltotrio-
sa (oligosacgridos ligados +—6).
(d) Oxidacidn con peryodato
Los estudios de oxidacidn con peryodato se roaliza—

ron por un método modificado de degradacién de Smith como

‘el descrito por Misgki y colaboradores, Agr. Biol. Chems,

32, 432 (1968), para estudios del dextrano.
El contenido total en glucosa del cariogenano, de-

términado por el enseyo de la antrona, es de 5,54 micromo-

) les de anhidro-glucosa por miligramo de polisgcarido. Con-

sumié 1,53 micromoles de peryodato por miligramo (5,54 mi-

“cromoles de anhidroglucosa). Una vez terminada la oxidacién

- i
con peryodato, solamente se liberaron 0,05 micromoles de
deido férmico por miligramo de peso seco.

(e) Reduceidn con borohidruro

Una suspensidn de cariogenano se somete & una de-
gradacidn parcial de Smith. E1 polimldehido resulténte,vpor
reducecidn con borohidruro s6dico, no da un polialcohol so-
luble, : -
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El andlisis del polialcohol para determinar la dex-
trosartotai por el ensayo de antrona, indica 3;8 micromo-
les de glucosa por miligramo'de'polialcohol.

Le hidrélisis del polialcohol no libera eritritol

pero produce glicerol.

() Conolusidn

Baséndoséren los datos obtenidda,»ée he determinado
que el cariogenano es un glucano lineal de ligandos a=(1—3)
con ligandoé a=(1-»2) intermitentes en una proporéién de
321 aproximadamen’cé. ' |

EJEMPIO 1
Determinacidn de cariogengnasa

La meleceidn de los Organismos microbianos producto-~

res de enzimas que hidrolizan-bériogénano-fue realizada so~

bre placas de agar preparadas c¢on un medio definido que con

tenfa cariogenano como fuente de hidratds de carbono. El

wedio de Ggar estaba constituldo por los siguientes ingre-
dientes: 100 mg de Tripticaaa,'1,5_g de agar, 200 mg de-
cariogenano, 0,1 ml de una solucidn salina de la composi-
¢idn descrita anteribrmente al tratar del medio estreptocd-
cico; en 100 ml de solucidén regulaedora de fosfato 0,1 M a
pH 7,0, EL medio fue tratado en autoclave durante 15 minue
tos, Con el cariOgenanb bien suspendido, se¢ vierten alrede~ .’
dor de 10 ml del medic por cade placa Petri de 100 x 20 mm.

Después de exponer a los microorgsnismos contenidos en el

-13 =
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‘aire, las plecas se mantienen a 28°C durante 10 dias. Ia

produccidn de enzimg hidrolitico es fdcilmente sefialada
por el aclarado del fondb del cariogenano suspendido en
agar alrededor del cﬁltivo. Se encontraron.varios organig-
mos adtivos, determinado por el grado de aclaramiento del
fondo de cariogenano suspendido en agar. Estos fueron sub-
cultivados sobre placas de ager similgres con.objefo de
aislarlos y aé encontrd que se tratabe de: un hongo no iden
tificado (MF-4490) NRRL n® 5305; Streptomyces sp (MA-4226,
4227, 4228 y 4229) NRRDL ndms. 5306, 5307, 5308 y 5309 res-
pectivamente; Bacillus ap (MB-2§93, 2794, 2796 y 2665),
NRRL- ndms B-5301, B-5302, B-5303 y B-5300, respectivamente;
y un Corynebgcterium sp (MB-2795), NRRL n® B-5310. El cul-
tivo de Bacillus, sp MB-2665, NRRL n? B-5300 fue selecelo-

nado como organisme para ilustrar esta invencidn, aungue
podris haberse empleado cualquieras de los otros,

El Bacillus sp MB-2665 fue subcultivado sobre placas
de agar conteniendo cariogengno, preparadas en la forms,
descrite en el procedimiento anterior, con objeto de aislar
y preparar tubos I pars aslmacenamisnto. A

EJEMPIC 2

Produccidn de cariogenanasa

La produccidn de cariogenanasa ss realizd en matra~
ces Ge 2 litros sin tabiques, conteniendo 400 ml de medio

de la siguiente composicién: 800 mg de caldo nutritivo,

- 14 -
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800 mg de extracto de levadura, 800 mg de Tripticasa,
0,20 ml de solucidén saling (igual a le citada anteriormen~
te), 8 g de cariogenano (no esencial para todos los culti-
vos) en 400 ml de solucidn reguladora de fosfato 0,1 M a
pH ;,O. Despuds de trataer en autoclave (15 minutos a 121°C),
el medio fue inoculado con 1 ml de un cultivo de siembra de
48 horas, crisdo en 5b nl (matraz agitado de 250 ml) de un
medio de dextrosa,'éonstituido por los siguientes ingredien
tes: Aradamine (levadurs sutolizeds de Yeéat Produecta, inc.),
10 g3 dextrosa, 10 g3 KH2P04, 180 ‘mg; NaoHPO,, 190 mgj;
MgSO4.7H20, 50 mg, disveltos en 1 litro de egua destilada.
El cultivo de produccién (MB~2665) fue incubado 2 37°C en
un sacudido: a 200 rpm, con un recofrido de 2" (5 em). EL
cultivo fue colectado cuando el cariogenano suspendido se
habia aclargdo, nabitudlmente entre 72 y 96 horas.
! BIEMPIO 3
Aisl;mien$o de _carlogenanase

El caldo se libers de cédlulas y otra materie insolu-
ble residual por géntrifugacién a 2°C gurante 20 minutos,
16.000 x g. El 1iﬁuido transparente que sobrenade se concepn
tra a vaeio (de/ﬁoo ml & 40 ml) y al concentrado colocado
en un bafio de hielo y egitado se afiade acetona a =60°C, en
porcibnes de gi3 ml, hasta uns concentracidn final del 60 %
en volumen.I?é sustancigs precipitadas se recogen por cen~

trifugacidn, 1500 x g, durante 10 minutos a -20°¢C. El preci~

j - 15 -
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pitedo es suspéndido inmedigtamente en_zod ml de solucidn
reguladéra de fosfato 0,05 M & pH 7,0, enfrisda con hiele.
La suspensidn resultante se agita durante 60 minutos y
desbués se libera de las sustancias insolubles’por centri~
fugacidn a 13.000 x g, durante 20 minutos & 2°C, EL 1fqui-
do transparente y amarillo palido que sobrenada se lleva

después a saturecidn con respecto & (NH4)2SO4. El precipi-

_tado se recoge por centrifugacién a 13.000 x g, durante

20 minutos & 2°C, E1 precipitado se disuclve en 40-60 ml

de agua destilads enfrisda con hielo y se dislize durante
24 horas. La solucidn transparente se liofiliza. El mate—
rial resultante (rendlmienxo: 150-200 mg) contiene 400—

550 unidades/mg de actividad cariogensnase.

V . EJEMPIO 4 |
Isoélgctroenquue>de-cggiogengnasa
:Lé determinacidén del isoelectroenfoque fue realiza-~

- da sobre ung columns de electroenfoque IKB de 110 ml de

capacidad, como ls descrita'por.Chaiet y colaboradores,

 Applied Microbiol, gg 421 (1970), determinindose que era

63510

EJEMPIO_5
Unided activided de cariosenanssa

Ia unidad actividad de cariogenanass se bass en la
observacidn de Que existe una relacidn linegl en el grafi-

co del porcentaje de aclaramiento de uns suspensidén de oca-

- 16 -
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riogenano en funcidn del logaritmo del tiempo. Con uﬂ exCe=
go de substrato, la pendiente do 1a 1fnea recta refleja la
activided de enzimae, Por diluciones seriadas de un prepara-
do enzimdtico dado, es posible construir una curve patrdn,
rppresentandb_la pendiente‘en funcidn de una escala linegl
arbitraria de unidad actividad. El sistema petrdn de ensa-
yo contiene 3,25 mg de cariogenano suspendido (1,0 mg/ml en
solucidn reguladora de fosfaeto 0,05 M a pH 6,0) y 0,50 ml

 de enzime dilufdo hasta un nivel de actividad que da lugar

e una pendiente de 4 a 22 durante un periodS de incubacidn
de 5 horas., Con niveles mds eltos de enzima, la pendiente
es mds limitativa. Las incubaclones se realizan a 37°C en
cubetas tapadas oolocadasAsqbre un incubador rotatorio, las
lecturas de la densidad éptica se realizn a 620 ma @ los

tiempos 0, 1, 3'y 5 horas. En un sistema de ensayo no lineal, '

- por ejemplo, una pendiente de 5 es igual a 6 unidades/ml,

ung pendiente de 10 es igual a 16 ﬁnidédes/ml y una de 20
es igual a 62 unidades/ml.
' ‘ EJEMPIO 6

pH Optimo ppra la sctividad de la ca=-

~rlogenanasa
El pH optimo para la cariogenanasa es determinmedo

en las condiciones de ensayo habituales, observando el por-
centaje de dispersidn de las suspensiones de cariogenano
apropisdamente reguladas (regulador 0,1 M de Sorensen) en

un intervalo de pH compfendido entre 4,9 y 8,0. E1 porcen-

-
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taje de dispersidn se represente en funcidén del logaritmo
del tiempo (en minutos) y las pendientes se determinan g

partir de las linems rectas resultantes.

pH Jdptimo de le cariogenanasa
Porgentaie de dispersidn del substggto'

_gg_ 15 minutos 30 minutos 240 minutos  Pendiente
4,9 5,0 11,0 35,0 28,3
5,5 8,0 14,0 42,0 33,0
6,0 12,2 18,0 45,0 " 36,0
6,5 10,0 16,0 43,0 " 34,0
7,0 9,0 15,0 40,0 33,5
8,0 T2 13,0 31,9 23,1 -

La cariogenanaéé presents un amplio intervalo Spti-
mo de pH, con una actividad mdxima cerca de pH 6,0,
EJEMPLO 7

Especificided para los ligandos de ls cgriogenangsa
La especificidad del enzime paras los ligandos es de-

terminada por andlisis de los productos.de hidrélisis. La
longitud media de los azicares se celeula obteniendo la
relacién de dextrosa total antes y despuds de la reduccidn
con NaBH,. Ia glucosa producida por la aceion del enzima

es determinada con glucosa-oxidasa (Glucostato Worthington).
Asi, la longitud media de los oligosacdridos es determinads
§omo 6,42 unidades de glucosa. Estos fragmentos deben haber

experimentado 0 bi:m un enriquecimiento © un empobrecimien~

-;718--
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to en ligandos a-(1->2), segin la especificidad del enzima.
Se ha determinado que la susceptibilidad al peryodato de la
estructura interna (4,42 unidedes de glucosa) aumenta des-
de alrededor del 25 % hasta el 45 %. Ia deduccién de estos
hallazgos indica que el ligandd'a-(1%*2) permanece intacto
¥y qﬁe el iigando a=(1—23) es atacadb por el enzima. Ademds,
se hé observado qué son hidrolizados por el enzima aproxi-
madamenxe,fanfoaligandos a=(1-»3) como ligendos totales
a-(1—2) en el glucano. Se especula que el ligando a-(1—2)
desempefia un éiertb papel en la géﬁecifidad del enzima en
ol sentido de reconocimiento del centro de atague de un li-
gando a=(1-—3), ya que los disacdridos, kojibiosa y nigero-
sa, son productos de la hidrdlisis dcida y la nigerotriosa
es un producto final de 1a hidfélisip enzimdtica y 1a ni-
gerosa as{ como 91 nigerano, no son substratos pars le ca-
riogenanasa. - . |
EJEMPIO 8 S
Pgsta o polvo dentifricos

Los preparados aceptasdos del tipo encontrado en los
libros de texto o en el mercado son suplementados con
5-10,000 unidades de enzima cariogenanasa por gramo de pre-
parado. Este debe ser utilizedo en le f;rma habitual sobre
un cepillo de dientes, utilizendo en cada tratamiento alre-

dedor de 2 g de la pasta dentifrica.

-19 -
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EJEMPLO 9

Ungliento o locidn pars frotamiento
Los preparadcs aceptados del tipo que se encuentra

en los libros ds texto o en el mercado son suplementados
con alrededor de 10-20.000 -unidades de enzima cariogena=-
nasa por gramo de prepafadq. Este debe ser aplicado & los
dientes y enofas, por ejemplo con los dedos.
EJEMPLO 10 |
Enjuasgue bucal

Los preparados aceptados del tipo que se encuentra
en los 1ibros .de texto o en el mercado son suplementados
cbn unas'concentracionés de cariogenanasa dél orden de
1,0-2000 unidades por mililitro de preparado. Egte dsbe
ser agitedo en la boca en la forma habitual, calculando
que él volumen medio empleédo ¢s de 20~40 ml,

| . BIEMPIO 11 -
Gome,_de mascar 7

Los preparados aceptados del tipo que se encuentra
en los 1ibros'de’texto 0 en el mercédo son suplementados
'con 2,5-5000 unidades de enzima cariogensnase por gramo
del preparado, ya que una barra de goma de mascar corrien-

" te pesa slrededor de 4 g. Por ejemplo, la barra de goms de
mascar debe ser mesticada en la forma habitual. De forma

similar, puedé emplearse una tableta masticable.

-20 - !
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. EJEMPLO 12

Pgatilla
Los preparados aceptados del tipo que se encuentra

on los libros de texto o ern el mercado son suplementados
con 10-20,000 unidades de cariogenanasa por pastilla. Esta
dltime debe ser disuelte lentamente en la boca en le forma
hebitual. Este es el tipo preferido de préparado ya que su
forme habitusl de uso proporciona el tiempo de contacto mes
prolongado entre el enzima active y la plsaca.
EJEMPIO 1

_ Alimento

Como generslmente se consumen grandes cantidades de
alimentos, deben aefiadirse alrededor de 1-2000 unidades de
enzima cariogensnase & 1 gramo del alimento, tales como ce—
reales para el desgyuno y panes, por ejemplo.

Otros ejemplos de especial valor son la adicidn del
enzima g alimentos que'contienen grandes cantidades de sa-
carosa, tales como los dulces y helados normalés. La megti-
cacidn en la forma hebituel produce le aplicacidén del enzi-
ma & los dientes y enciss. |

EJEMPLO 14
’ Bebidag

El enzims puede ser agregado al agua de beber o a

le leche, pero es especialmente v&lios§ en las bebidas que

contlenen sacarosa como cola, naranjada y heblidas sgboriza-

- 21 -
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. das similares, que contienen sacarosa y/o edulcorantes ar-

tificiales, Debe agregerse en la proporcién de alrededor
de 1 a 2000 unidades del enzima cariogenanasa por mililitro
de una bebida de cols convencional. En el acto de beber, el

preparado es aplicado & las encfas y dientes.

EJEMPLO 15
Chorro limpiédor de _los dientes
Al ague utilizade en el aparato convencional pars di

‘rigir un chorro de sgus a gran velocidad sobre los dientes

para limpiéploa; se afinde cariogenanasa en le proporeidn de

10-20.000 unidades por mililitro de solucién.-
En la Table I se encuentran otros preparados que con

tienen cariogenanasa y dextranasa o proteasa o ambas.

| TABIA T

Prepsrado . Cariogensnasa Dextranasa Proteasa

Paste 0 polvo - 5-10.000€ . 100-200.000

dentifricos : : ’
510,000 . 0,2-100.
5=10.000 100-200. 000 0,2-100

Ungliento 0 lo~ 10-20,000 100-200,000

cion pars fro- .

tamisntos 10-20,000 | 0,2-100
10-20,000 - 100-200,000  0,2-100

Enjuague bucal  1-2000 " 100-50,000 :

‘ 1-2000 | 0,2-100°

1-2000 100~50000 0,2-100
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Preparsado
Goma. de mascar

~Alimentos

Bebides

Chorro limpiador

Pastillas

b

TABLA I (continuacidn)

Cariogenangsa Dextranasa

2,5=-5000
2,5-5000
2,5-5000
1=-2000
1-2000
- 1-2000

1-2000
1-2000
1~2000

10-20,000
10--20, 000
10-20,000

10-20.,000
unidades/pastilla

10=-20,000 -
unldades/pastilla

10-20,000
unidades/pastilla

salvo indicacidn en contrario.

-23 -

100-50,000

100-50,.000

10-50,000

10-50.000

10-50,000 °

10-50.000

" 10-50,000

. 10-50,000

100-200.000

100-200, 000

?Zﬁ%%??{
% Mmtﬁm 7

Proteasa

0,2-100
0,2-100

0,2-100

0,2-100

0,2-100

0,2-100

0,2-100

Unidades por mililitro de 11quido 0 por gramo de 8élido,
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_En resumen, la Patente de Invencidn que

se solicita, deberd recaer sobre las siguientes:

~ REIVINDICACIONES ~

1. Un procedimiehmo'para la preparaoién de un enzima

‘capaz de degradar al cariogenano, que consiste ens

(a) exponsr a los microorganiumos un medio nutritivo semi-

sélido que contiene cariogenano como fusnte de hidratos

de carbonoj
(b) incubar 1lés eultivos resultahtes hasta que se observa

cierto aclaramiento del oariogenano suspendldo;

- (e) aislar un microorganismo activos

(a) cultivar‘el microorganismo aislado en un medio nutriti-

vo adecugdos

(@) separar las materiss insolubles del caldo y

(£) aislar la protefna del caldo clarificado.

2. Un procedimisnto segin la Reivindicacidn 1, en

el que el microdrganismo aislado es un hongo, NRRL n® 53053
in Streptomyces sp, NRRL n® 5306; un Streptomyces sp, NRRL

n® 53073 un Stregtogxces»sp, NRRL n® 5,308; un Streptomyces

8p, NRRL nR 53093 un Bgeillus sp, NHRL nf® B-5300; un Bacillug

sp, NRRL n? B-5301; un Bacillus sp, NRRL n® B-5302; un

Baecillus sp, WRRL n® B-5303 o un Cogznebgcterlum 8Py NRRL

ne 3-'531 00

- 24 -
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3« Un procedimiento segin la Reivindicacién 1, en
el que el microorganismo aislado es un Bacillug sp, NRRL
n? B-5300,

4, Un procedimiento pars la preparacidn de un enzi-

ma capaz de degradar al darioggnano,'que consiste eni

(2) exponer a los microorganismos un medio mutritivo que
contiene cariogenano como fuente de hidratos de carbonos

(b) incuber los cultivos resultantes hasta ques ge observe
cierto aclaramiento del cariogenano suspendidos

(¢) aislar un microorganismoAéctivo;

(d) cultivar el microorganismo aislado en un medio nutri-
tivo adecuados | | '

(e) separar las materias insolubles del ecaldo;

(f) concentrar la solucidn transparente;

(g) precipitar por adicidn de acéfona;

(n) suspender el precipitado en una solucién reguladora y .
separar las materias insolubles;

(1) precipitar con sulfato amdnico y

(J) dializar el precipitado,

5. Un procedimlento segin la Reivindicaciéh 4, en

el que el microorganismo aislado es un hongo, NRRL n2 5305;

un Sireptomyces sp, NRRL n? 53063 un Streptomyces sp, NRRL

nk 530%; un Strebtomvces ap, NRRL n® 5308; un Streptomyceg

spy NRRL n? 5309; un Baecillus sp, NRRL n¢ B-5300; un

Bacillus sp, NRRL ne B-5301§ un Bacillus sp, NRRL n? B~5302;

b
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un Bacillus sp, NRRL n? B-5303 o un Corynebacterium sp,
NRRL n® B-5310..

6. Un procedimiento seédn le Reivindicseidn 4, en
el que el microorganismo aislado es un Bgoillus sp, NRRL
ne B~5300, | |

T. Un procedimiento segin la Reivindioacidn 4, en
el que la concentracidn de la etapa (f) es una concentra-
cidn de dlez veces. | |

8. Un procedimiento segin la Reivindicacidn 4, en
el.que la precipitaciéh con acetons éohsiéte on afiadir ace-
tona & ~60°C hasta una concentracidn final del 60 %. -

9. Un proeedimiehtb seg&h'la Reivindicacidn 5, en
el que la concentracién de la etaps (f) es una concentra-
cidn de diez veces, | -

10, Un proqedimiehto segin la Reivindicacidn 5,'en:
ol que la precipitacidn con amcetons consiste en aﬁédi; ace-
tona = -60°C hasta wne concentracidn final del 60 %.

11, Un érocedimiento segin lé Rgivindicacién 6, en
el'que la concentracidn de la etapa (f) es una concentra-
cidn de diez vsces. ‘ ‘

12, Un procedimiéntd segin le Reivindicacidn 6, en

el que 1a‘preqipitacién con acetona consiste en afiadir acew-

* tona & -60%C hasta una concentracidn final del 60 %. .

13. Un procedimiento para la -preparacién de un en-

zima capaz de degradar al cariogenano, que consiste en:

- 26 -
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(2)

(b)

. (e)

(a)

(e)

(£)
(&)

que

ot b

cultivar Bacillus sp, NRRL n2 B-5300 en un medio nu-
tritivo adecuado que contiene cariogenano como finica
fuente de hidratos de carbono, hasta que se ha consu-

mido el cariogenano disponible;

‘separar las materias insolubles del caldoj

concentrar la soluciém transpafente alrededor de diez
veces; _ o
anhadir acetona a unos —60°C hasta una concentraclon '
final del 60 % aprox1madamente~ ‘
disolver el precipitado en una soluclon reguladora de
fosfato a pH 7 aproximadamente y separar 1as materias
insolubles; ‘
afiadir sulféto aménico hasta la saturacidn y
dializar el prgcipitado.

14, Se reivindicé’por Ultimo, como objeto sobre el

ha de recaer la Patente de Invencidén que se solicita:

UN PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN ENZIMA.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en la

presente memoria descriptiva, que consta de veintisiete

paginas mecanografiadas.

Madrid, 3 de Agosto de 1.972
BERNARDO [NGRIA

, ,;/////////,//”
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