_ PATENTE DE INVENCION
Le A 14 201-Sp.
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40’/&6.‘
PROCEDIMIENTO TARA LA PRODUCCION DE UN INHIBIDOR
DE AMILASA. '

SSoltoilunte: BAYER AKTIENGESELLSCHAFT, entidad alemana, residente

en Leverkusen-Bayerwerk, Repiablica Federal Alemana.

Constituye el objeto dersolicifudes ante-
riores de patente (solicitud de patente alemana
P 20 64 09%.0, solicitud de patente britéanica No.
59 939/71) el conocimiento de que.una serie de acti-

5. nomices forman inhibidores de hidrolasas de glucbdsidos
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y, es decir, particularmente inhibidores de hidrolasas de
gluc6sidos, preferiblemente de enzimas desdobladoras de
hidiétoside carbono del aparato digestivo. Un grupo.de es-
tos inhibidores es relativamente estable al calor y a la
temperatura ambiente es resistente a acidos y 4lcalis. Es-
tos inhibidores pertenecen quimicamente a la clase de los
oligo- 0 polisaciridos, respectivamente a sué derivados.

En las citadas solicitudes de patente, por
ejemplo en los Ejeﬁplos 28 a 38 de la solicitud de paten-
te alemana, se describe la obtencitn de tal inhibidor de
amilasa a partir de la cepa de actinoplanaceas SE 50 per-
teneciente al orden de actinomicetales. Las soluciones de
cultivo de fermentaciones 6ptimas de esta cepa contienen
apfoximadamente-B0.000 a 40.000 UIA/ml, los inhibidores
ﬁas puros obtenidos de las mismas tienen actividades es-
pecificas de 3 a 8 x 10% de unidades de inhibidor de ami-
lasa UIA/g.

Constituye ahora el oﬁjeto de la invencion un
procedimiento péra la produccion de un inhibidor de ami=
lasa, mediante el cu@l se obtienen rendimientos'substan-
cialmente mas elevados y productos mis puros que segin el
procedimiento de las citadas solicitudes de patente.

Pués, se ha encontrado que, con la aplicacién
de una variante de la cepa SE 50, concretamente de la ce-
pa SE 50/13 y con el empleo de soluciones de cultivo con

un elevado contenido de almiddén, se obtienen caldos de

cultivo con contenidos de 100.000 a 110.000 UTIA/ml.

La variante SE 50/13 segln el invento es obte-

nido si los cultivos de la cepa SE 50 se extienden a piﬁ-

celadas sobre placas de cultivo de‘égar-agaf o se distri-
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‘buyen de otra manera sobre el medio de cultivo y, después

de una incﬁbacion durante varios dias a, por ejemplo 282
C, se sepafan.por desinoculacidén las colonias desarrolla-
das y se las examinan en cuanto a su capacidad de produ-
cir el inhibidor de amilasa, Puede aumentarse el rendihieg
to de variantes en forma conocida, si el cultivo antes de
la distribucion sobre el medio de cultivo, se expone a mu-
tageﬁos.

Ademas, se ha constatado que se puede adsor-
ber el prin?ipio inhibidor a valores neutros de pH neu~
tros (5 a Bj directamente desde la solucién de cultivo
sobre carbon activo y que se lo puede volver a desadsor-
ber con alcoholes acuosos o acetona, particularmente a
valores acidos de pH (1 a 3). En vista de que a valores
acidos de pH (1 a 3) sorprendentémente ocurre tan solo a
un grado de indicio la adsorcion del principio inhibidor,
mientras que, por otra parte, una adsorcion muy fuerte de
los colorantes de impureza de los caldos de cultivo se
produce sobre el carbon, con tal adsorcion previa de las
soluciones de cultivo a valores acidos de pH, pueden ob=-
tenerse inhibidores mds puros con una actividad especifi-
ca mas elevada. /" La Figura 1 muestra la adsorciémn del
principio inhibidor de amilasa y de los colorantes pardos
(medida como extincion a 440 nm) desde la solucitn de cul-
tivo a valores pH acidos, respectivamente neutro§7.

Las variantes obtenidas como arriba se ha in-
dicado, no deben formar necesariamente en todas las solu-
ciones de cultivo mas inhibidor de amilasa que la cepa pa=-
ternal. Sin embargo, se ha constatado que sé forman rendi-

mientos particularmente elevados de inhibidor de amilasa
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si se introduce un 3 % o.mas de almid6n, como fuente de

carbono, en la solucidon de cultivo. Rendimientos parti-
cularmente elevados son obtenidos con un contenido de al-
midon de 4 a6 %.

Si se cultiva durante 3 dfas a 28° C, por éjeg

- plo en una solucién de cultivo que, ademas de 2 % de almi-

don, contiene todavia 1 % de glucosa, 0,5 % de hidroliza-
do de caseina, 1 % de extracto de levadura y 0,4 % de

CaC03, se obtienen con la cepa SE 50 soluciones de culti-

vo que contienen 30 a 40.000 UIA/ml, y con la depa SE 50/13 .

soluciones de cultivo que contienen 50 a 60.000 UIA/ml.

En una solucién de cultivo de la composicién
de 5% de almidén, 1 % de extracto de levadura, 0,2 % de
KZHP04’ después.de'la fermentaci6én durante 3 dias, por
otra parte, se obtienen con la cepa SE 50 50 a 60.600
UIA/ml & con la cepa SE 50/13 100 a 130.000 UIA/ml.

El rendimiento en inhibidor de amilasa depen-
de del contenido de almidén, Hasta aproximadamente 5,6 a
6 % de almidén en la solucién de cultivo, el contenido de
inhibidor de amilasa sube. A concentraciones mis altas,
las soluciones de cultivo lleganla sér tan viscosas que
otras, influencias, tales como por ejemplo el mal suminis-
tro de 0, durante la fermentacién reducen el rendimiento.

Los demis componentes de la solucién de culti-
vo pueden variar considerablemente, En lugar de las fuen- |
tes de nitrbégeno, hidrolizado de caseina + eitracto de le-~
vadura, puéde emplearse tan solo la cantidad .correspon-
diente de extracto de levadura o de hidrolizado de casei-
na o bien pueden reemplazarse ambqs;por otras fuentes de

nitrdgeno, tales como por ejemplo.peptona.
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También el sistema tampén consistente en el
ajuste inicial, el CaCO3 y el fosfato de potasio, puede
estar compuesto diferentemente, Tan solb ha de garanti-
zarse que durante ia fermentacién se mantenga el valor pH
dentro de limites fisiol6gicos, vale decir, entre 5,0 y
8,5, preferiblemente entre 6,0 y 7,8. Esto puede conse-
guirse por adicién automética de acidos y lejfas, respec~
tivamente.

Otros azﬁcarés, tales como glucosa, pueden
ser agregados a pequefias concentraciones que aceleran la
fermentacién, particularmente el crecimiento.

La cepa SE 50 esta depositada en el Central-
bureau voor Schimmelcultures, en Baarn/Holanda, bajo el
No. CBS 961.70 y la cepa SE 50/13 bajo el No. GBS 614,71,

Ensayo de amilasa.

Una unidad de inhibidor de amilasa (1 UIA) se
define como aquella cantidad de inhibidor que inhibe dos
unidades de amilasa al 50 %. Una unidad de amilasa (UA)
es aquella cantidad de enzima que en un minuto bajo las
condiciones de ensayo abajo indicadas desdoble 1 /u equi-

valente de ligaduras glucosidicas en el almidén. Los P

equivalentes (}1 Val) de ligaduras desdobladas son deter-

minados, como M Val de azucares reductores formados, co-
lorimétricamente con &cido dinitrosalicilico e indicados,
mediante una curvé de graduaci6n de maltosa, como /u Val
equivalentes de maltosa. Para la realizacidén del ensayo,
se mezcla 0,1 ml de solucién de amilasa (20 a 22 UA/ml)
con 0 a 10 ug de inhibidor 6 0 a 20'}11 de la solucién a
ensayar en 0,4 ml de amortiguador glicerofosfato de sodio

0,02-molar / CaCl,0.001-molar, pH=6,9, y se .equilibra du-
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rante aproximadamente 10 a 20 minutos en un bafio de agua

~de 359 C. Entonces se hace la incubacién durante 5 minue

tos con 0,5 ml de una solucion al 1 9 de almidon precalen
tada a 352 C (almidén soluble de la casa Merk, Darmstadt,
No. 1252) y -subsiguientemente. se mezcla con 1 ml de reac-
tivo de acido diﬁitrosalicilico (segtn P.Berufeld en Co=-
lowick-Kaptan, Meth. Enzymol, Tomo 1, Pagina 149), Para
el desarrollo del color, se calienta,la preparaci6n duran=-

te 5 minutos sobre el bafio de Maria, entonces se la enfria

"y se la mezcla con 10 ml de agua destilada. La extincion

a 540 nm es medida con relacién a un valor en vacio corres-
pondientemente fijado sin amilasa. Para la evaluacibn, se
lee de una curva de graduacién deVaﬁilasa previamente to-
mada 1@ actividad de amilasa todavia eficaz después de la
adici6bn de inhibidor y de ella sé calcula la inhibicion
proporcentual de la amilasa aplicada. La inhibicién pro-
porcentual es representada graficamente como funcion del
cociente,

;j?g inhibidor 4

vA 44
4+ calculado sobre substancia seca,
++ UA'en la preparacién no inhibida de la misma serie, -

obteniéndose el punto de inhibiciéh del 50 % de la curva

y transformando por calculo en UIA/mg de inhibidor. Para

la produccion de tales inhibidores altamente activos, se
hace fermentar la cepa SE 50/13 en una solucién de culti-
vo de 5 % de almidén, 1 % de ext?acto de levadura y 0,2 %
deKzHP‘O4 durante 3 dias a 282 C en matraces agitadores o
en fermentadores de diferente tamafio. Uné vez terminada

la fermentacién, para el descoloramiento, toda la prepa-
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racién que adopté un color pardo, se ajusta con HNO3 se-
miconcentrado al valor pH de 1a3, preferiblemente de 2
a 2,5, y se la mezcla con 2 a 10 g, preferiblemente 5 g.
de carb6tn active por litro de solucion de cultivo, Subsi=-
guientemente se separan el micelio yAel cafbbn.activo por
centrifugaciéon o filtracion, eventualmente con la ayuda
de'un agente auxiliar de filtraciéon y de la capa superior
o filtrado claroc de color amarillo claro, después de la
neutralizacion con NH3, se obtiene la actividad por con-
centracibn y precipitacion fraccionada con alcohol segan
el Ejemplo 38 de la solicitud de patente alemana
P 20 64 092.0 6 por adsorcion sobre carbon activo, Para
ésto, el filtrado neutralizado es mezclado con 0,3 a 1,5
g, preferiblemente 0,75 a 1 g.'de carbéon activo por 106
de UIA y es agitado durante 10 a 120 minutos, preferible-
mente durante 20 a 30 minutos, a la temperatura ambiente
y es filtra&o, eventualmente con la ayuda de un agente au=
xiliar de filtracién. Del residuo de carbén se desorbe el
principio inhibidor a valores de PH preferiblemente &cidos
de 2 a 3 con 30 a 60 %, preferibleménte 50 % de etanol o
éon 30 a 60 %, preferiblemente con 50 % de dioxano, o con
20 a 50 % de acetona, preferiblemente al 35 %. |
Es conocido que en seres humanos y animales,
después de comer productos alimenticios y deleitosos que
contienen almidon, ocurren hipergiuéemias que son produ=~
cidas a causa de un rapido desdoblamiento dql almidon por

amilasas del aparato digestivo segnn el siguiente esquema

almidon amilasa, maltasa glucosa,

5
[d

Estas hiperglucemias son pronunciadas en for-
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ma fuerte y duradera en diabeticos.>En'gdiposos, la hiper-

glucemia alimenticia a menudo provoca pﬁa secreciton de in-

suliné particulafmente fuerte que é,su vez conduce a una
deposicién aumentada de grasa y a una reducida descompo-
sicién de grasa., A continuacién o'en‘conexién'coﬁ tal hi-

perglucémia, en el caso de personas qe mefgbolismo séno y

adiposas, a causa del hiperinsulinigmo o de la hiperinsu-

linemia, a menudo ocurre una hipoglucemia. Es conocido que
tanto la hipoglucemia, como también la papilla de alimen-
tos qﬁe demora en el estémago, aumentan la produccién de
jugo géastrico, Que, por un lado,_pfovéca la formacidén de
una gastritis o de una Glcera del duodeno o del ventricu-
lo. o bien la favorece.

Ahora se ha observado que el indibidor de ami-
lasa obtenidd, aislado y purificado segln los métodos de
la invencioén arriba indicados, disminuye considerablemen~
te la hiperglucemia e hiperinsulinemia alimenticia des-
pués de la administracifén de almidén cocido o no cocido -
a ratas y seres humanos, Por ésto, el inhibidor obtenido
segln la invencién es apropiado como producto terapéutico
para las siguientes indicaciones:

Adipoéitas, hiperlipemia (aterosclerosis), diabetes, pre-

diabetes, Ulcus ventriculi et duodeni.

Dosificacién: 1000 a 100.000 UIA/Kg una o varias veces por
dia antes y/o durante y/o después de las co-
midas, administradas por via bucal.

Formas de preparacién: Pastillas, grageas, capsulas, solu-
cién, suspensibn grahulado, goma de mascar
y aditivo a alimentos y/o productos alimen-

ticios deleitosos que contienen almidén.

o m———n — At S—
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f Se inocula un matraz de Erlenmeyer de una ca-

pacidad de 1 litro que contiene 120 ml de uha solucién de

cultivo de la composicidén: 2 % de'almidén, 1 % de gluco-

sa, 0,5 % de hidrolizado de caseina, 1,0 % de extracto de
levadura, 0,4 % de CaCO3 (esterilizacién: 30 minutos a
121¢ C, pH antes de la esterilizaci6m ajustado a 7,2 con
KOH) con 1 ml de-un cultivo previo de la cepa SE 50/13
(obtenido en una solucién de cultivo de la composicién:
3 % de glicerina, 3 % de harina de soya, 0,2 % de CaC0,;
esterilizacién: 30 minutos a 121¢ C, pH después de la es-
terilizacién de 7,2), y se hace la incubacién sobre una
agitadora ‘cilindrica a 28¢ C; después de una fermentacién
dufante 3 dfas se obtiene un caldorde cultivo que contie-"
ne 55.000 UIA/ml.

Ejemplo 2.

fe trabaja segn el Ejemplo 1, pero con una
solucién.de cultivo de la composicién: 5 % de almidén,
1,0 % de extracto de levadura, 0,2 9 de KZHP04; se obtie-
ne un caldo de cultivo que contiene 108.000 UIA/ml.

Ejemplo 3.

Se inocula una solucién de cultivo de la com=
pogicibén: 4 % de almid6n, 0,7 % de extracto de levadura,
segln el Ejemplo 1, con la cepa SE 50/13; después de la
fermentaéibn durante 3 dfas, se obtiene un caldo de cul-
tivo con 80.000 UIA/ml. .

. Ejemplo 4.

Se inocula una solucién de cultivo de la com-

posicién: 5 % de almidon, 1,0 % dé extracto Qe levadura,

0,4 % de K,HPO,, segan el Ejemplo 1, con la cepa SE 50/13;
2 4 g J ’
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después de 1a fermentacién durante 4 dias se obtiene un

caldo de cultivo con 105.000 UIA/ml.
Ejemplo D,

Se inocula una solucién de cultivo de la com=-
posicién: 6 % de almidon, 1,3 % dé eitracto de levadura,
0,2 de'kéHP04, segn el Ejemplo 1, con la cepa SE 50/13;
después de la fermentaci6n durante 4 dfas, se obtiene un
caldo de cultivo con 120.000 UIA/ml.

Ejemplo 6. 7

Se inocula un fermentador de vidrio que con-
tiene 8 litros de la solucién de cultivo segn el Ejeﬁplo
2, con el contenido de cultivo de 3 dias en un hatraz agi
tador, y se somete la solucién de cultivo a la incubacién
bajo intensiva agitacibén y aireacidn durante 5 dias a 28
C; se obtiene un caldo de cultivo que contiene 105.000
UIA/ml.

Ejemplo 7.

‘

Se ajustan 6 litros de caldo de fermentacién

6 6

(105 x 10 UIA)

UIA/litro), actividad total (630 x 10
segln el Ejemplo 6, después dé su enfriamiento hasta 20¢
C, con HNO3 semiconcentradoc a un valor;pH de 2,5 y se mez
clan con 30 g. de carborafina-carbén activo y se'agitah
durante 10 minutos. Subsiguientemente se centrifuga duran-
te 15 minutos a 10,000 r.p.m. y se concentra la capa su=
perior clara de color amarillo claro (5,1 litros, 100 x
109 UIA/litro, actividad total 510 x 108 UIA), después de
la neutralizacién con NHq hasta 500 ml (970 x 106 UIA/li-
tro, actividad total 485 x 10° UIA). Se agitaron los 500

ml de concentrado durante 45 minutos con 200 g. de Amber-

lite IRA 410 Cl™, recogidos por filtracién a succion y
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mezclaron con cuatro quintas partes en volumen = 400 ml
de metanol, a fin de precipitar la cantidad principal de
los productos de descomposicién de almidén de elevado pe-

s0 moleculaf (conjuntamente con restos de carbén activo

""todavia prekentes). Se centrifuga durante 5 minutos a

5000 r.p.m. Se instilan los 850 ml de capa superior (450
6 UIA/litro, actividad total 380 x 106 UIA) bajo agi-
tacién intensiva en 4 litros de alcohol seco. Se recoge

el precipitado coposo blanco por filtracién a succibn, se

~lava 3 veces con alcohol seco y 2 veces con éter y se se-

ca en vacio a 50¢ C.

6

Rendimiento: 36 g. de un polvo blanco con 10 x 10° UIA/g.

6

(actividad total 360 x 10" UIA) = un 57 % de rendimiento

(calculado sobre la actividad).

Ejemplo 8.
Se ajustan 2 litros de caldo de fermentacién

6 UIA) con

(100 x 106 UIA/litro, actividad total 200 x 10
HNO, semiconcentrado a un valor pH de 2,5 y se mezclan
con 10 g. de carborafina-carbomn activo (carborafina =

negro descolorante hecho de turba). Se produce la sedi-
mentacion del micelio y de carbbén después de una agita-

cién durante 10 minutos a 15.000 r.p.m. dentro de 20 mi-

. nutos. Se mezcla la capa superior clara (1,6 litros, 95 x

106 UIA/litro, actividad total 152 x 106 UIA), despues de
la neutralizacién con amoniaco, con 120 g. de carbon ac-
tivo y se agita durante una hora. Subsiguientemente se

agregan 60 g. de "Clarcell” como agente auxiliar de fil-
tracion y se recoge por filtracién a succién. Se lava el
residuo de carb6n con 500 ml de agua y con 500 ml de eta-

nol al 10 % y subsiguientemente se mezcla 2 veces, cada
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vez con 500 ml de acetona al 35 %, que se ajustd previa-

mente -con HCI a un valor pH de 2,5, y se agit6 durante

' 20 minutos. Después de la agitaciém,.se fecoge por fil-

tracién a succién y se reunen los filtrados (900 ml,

120 x 106AUIA/litro, actividad total 110 x 10° UIA). se
neutraliza lo desadsorbido con NH, y concentra hasta 50
ml en el evaporador giratorio a ~ 20 mm Hg, y se preci-
pita previamente con 40 ml de metanol bajo agitacién (el
precipitado es desechado) y se instila el filtrado bajo
agitacifén intensiva en 500 ml de alcohol seco. Se recoge
el precipitado por filtraci6n a4 succibn, se lava con eta-
nol y'éter y se seca en vacio a la temperatura ambiente,
Rendimiento: 4,9 g. con 14 x 10° UIA/g. % 34 9 de rendi-

miento, calculado sobre la actividad de la solucién de

partida.

Ejemplo 9.
Método del ensayo para la comprobacién del efecto de in-
hibidores de amilasa en ratas y seres humanos.

' Para provocar una hiperglucemia alimenticia
por administracién de almidén, unas ratas (n = 6) reci-
ben 1 g. de almidén cocido/kg porrvia bucal., Cada vez
otras 6 ratas reciben; adicionalmente al almidén,.el inhi-
bidor de amilasa del Ejemplo 7, en la dosificacién indica-~
da. La glucosa de la sangre es determinada a los interva-
los de tiempo indicédos, después de la administracién de
almidén, en la sangre del plexo venoso retroarbitrario con
un analizador automético [fTechnicon, segtn Hoffman, J.
biol, Chemi. 120, 51 (1937)7. -

Para provocar una hiperglucemia e hiperinsuli-

- nemia en seres humanos (n = 7 a 8), se les administran
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60 g. de almidén cocido. La glucosa de la sangre es deter-
minada inmediatamente antes del comienzo del ensayo y a
breves intervalos después, como arriba se ha indicado, en
la sangre capilar de la yema del dedd. En ensayos ulterio
res; la substancia activa es agregada a la suspensibn de
almidén.

Las determinaciones de insulina fueron efec=-
tuadas radioinmunoloégicamente en base al método de anti-
cuerpo doble segn Hales y Randle (Biochem. J. 88, 137
(1963)7 en el suero de la sangre venosa.

Tabla 1 para el Ejemplo 9

Promedio de la glucosa en la sangre en mg/100 ml ¢+ 1 s de

ratas en ayunas a distintos tiempos después de la adminis-

tracién oral de almidbén 4 substancia activa del Ejemplo 7.

5 10 15
Testigo sin almidén | 67 & 4,9 | 74 4 13 69 % 5,0
testigo con almidén | 111 # 7,2 | 128 & 9,1 | 142 4 6,5
almidén + 0,02 mega
UIA/kg , 105 + 8,6 | 111 4 8,2 | 119 4 8,6
almidén 4 6,05 mega
100 4+ 9,1} 101 ¢ 6,2 | 111 + 5,5

UIA/kg

almidoén 4+ 0,12 mega

UIA/kg 86 £ 8,5 8143,5/| 9749,4

almidon +'0,20 megav
UIA/kg




412006 & .

Tabla 1 para el Ejemplo 9 (Cont.)
20 30 45 minutos
Testigo sin almidon | 68 + 3,6 | 64 48,1 | 554 5,9
testigo con almidén | 132 & 8,7 | 132 4 7,5 | 109 & 8,1
almidén + 0,02 mega ;
UIA/kg | 118 £ 7,6 | 108 + 7,9 | 100 + 4,7
S U R -
almidén 4+ 0,05 mega
.| UTA/kg 107 $ 5,3 99+7,9| 87 %10
almidon + 0,12 mega
UTA/kg 81 47,8 | 8248,9| 664 4,8
almidén 4.0,20 mega
1 UTA/kg 85 4+ 4,5 | 70 4 4,6 | 704 2,5
------ P <0,05 P < 0,01 ===== P < 0,001
en relacién al testigo con almidon.
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TABLA 2 p;f; el Ejemplo 9,

substancia activa del ejemplo 7.

Promedio de la glucosa en la sangre en mg/100 ml 4 1 s de per-
sonas de ensayo (P.e.) en ayunas antes (=0) y a distintos tiem-

pos después de la administraci6n oral de 60 g. de almidén 4

0 15 30 45
Testigo con almidén}) 96 + 13 | 110 4 19 | 159 4 21 | 154 4 23
almidon 4 0,3 mega
1IA/P.e. 99 ¢+ 10 102 + 15 | 132 ¢ 14 128 4 11
almidén + 0,6 mega
UIA/P.e. 88 4 4,6 | 101 & 6,3| 108 + 6,2 | 100 4 8,5]
.................. |
falmidén + 1,2 mega .
PIA/p_e_ 93 4 9,5 | 100 4 11 | 108 & 8,3 | 102 4 7,3]
!
i
!
: 180 minu="
60 99 120 tos,
restigo con almidén| 131 4 34 | 99 + 21 | 854 15 | 80 4 14
lmidon 4+ 0,3 mega )
IA/P.e. ‘ 116 4 16 | 98 £ 6,1 | 92 4 12 86 + 11
almidon + 0,6 mega
DIA/P.e. ] 95+8,6 | 86 %6,4]784£7,3(9346,4
almidén + 1,2 mega .
JIA/P.e. 98 + 9,8 | 87 £ 8,5 | 88 47,3 | 90 ¢ 6,2
..... P <0,05 — P £0,01 - ==X p < 0,001
en relacién al testigo con almidén,




TABLA 3 para el Ejemplo 3. .

Valores medios de insulina en )1 unidades/mi de suero de perso-
nas de ensayo (P.e.) en ayunas antes (=0) y a distintos tiempos.
de la administracién oral de almidén % substancia activa del

Ejemplo 7.

Testigo con almidén | 10 + 2,0 | 26 + 14 | 64 4 29 | 59 4 22

almidén + 0,3 méga '
UIA/P.e. 11 41,9 | 18 4+ 4,6 | 29 4 8,8 | 26 £ 10

almidon + 0,6 mega : "
luTa/p.e. 1143,3|2146,0|1846,8]1747,4

- - - - - - e e
- - e - - e = w- o= -y

almidén + 1,2 mega
UIA/P.e. . 8.

I+

3,0 12459 | 1347,2| 104 4,7

180 mi-
60 90 120 nutos.

Testigo con almidon | 31 4 20 19 + 14 12 46,5| 10 £ 5,2

almidén 4+ 0,3 mega
UIA/P.e. 22 + 11 154+45,3{ 1443,1| 11%2,4

almidén 4 0,6 mega ‘
UIA/P.e. 14 4 6,8 13 + 3,7 11 +£3,4)1 104 2,5

almidén + 1,2 mega
UIA/P.e. | 8

[a=
N
©
[e <]
4=
o~
'O
v
-
w
v
(¥
[«
I4=
w
©

-==-- P £ 0,05 P < 0,01 —===<Z P £ 0,001

en relaciétn al testigo con almidén,
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20.
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30.

7412 096

Figura 1.

Adsoreién de colorantes y del principio inhibidor de ami-
lasa sobre %arbﬁﬁ activo desde soluciones de cultivo de la
cepa SE 50/13.

A Las curvaé 1l y 2 representan las actividades
en UIA//ul (eje y derecho), curva 1 al pH = 2,1, curva 2
al pH 6,5, después del tratamiento con la cantidad de car-
bén activo indicada en g. sobre el eje X.

Las curvas 3 y 4 sefialan las extinciones a 550
nm (eje e izquierdo) después del tratamiento con la canti=-
dad de carbon activo indicada sobre el eje X; curva 3 al
pH = 6,5, curva 4 al pH = 2,1.

NOTA

Descrita sgficiéntemente la naturaleza del
invento, asi como la manera de realizarlo en la practi-
ca, debe hacerse constar que las disposiciones anterior-
mente indicadas, son susceptibies de modificaciones de
detalle en cuanto no alteren su principio fundamental.
También se hace constar que:el invento corresponde a una
Solicitud de Patente, presentada en Alemania, con fecha
1 de marzo de 1972, bajo el ntmero P 22 09 833.5; acogién
dose por lo tanto a los beneficios que conceden los Con-~
Qenios Internacionales en vigor, Sieﬁdo io que constituye
la esencia del referido invento y por:.lo que se solicita
Patente de Invencién por ZOIaﬁos eh Espafia, sobre: PROCE-
DIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE UN INHIBIDOR DE AMILASA;
caracterizéndose por lo siguiente:

l.- Procedimiento para la producci6n de un
inhibidor de amilasa, caracterizado pdrque se prepara se=

gin métodos en si conocidos a partir de una variante de

l.




5.

10.

15.

20.

la cepa de actinoplanicea SE 50 pertemeciente a: orden de

-actinomicetales, a saber, de la cepa SE 50/13, asi como

de sus mutantes y variantes. _
2.- Procedimiento segﬁn la reivindicacién 1,

caracterizado porque se cultiva la cepa SE 50/13 en solu-

‘ciones de cultivo con un contenido de almidén de mas de

2 %, preferiblemente de 4 a 6 %.

3.- Procedimiento segtn la reivindicaciém 1,
caracterizgdo porque se adsorbe la canfidad principal de
los colorantes de impureza de la solucién de cultiyo a
valores pH'acidos,,preferiblementé al pH = 1 a 3, selec~
tivamente sobre carbbn. '

4,= Procédimiento segﬁn.la reivindicacién 1,
caracterizado porque se distribuyen cultivos de la cepa
de actinopléicea SE 50 sobre un medio de cultivo de agar
y se someten a la incubacién durante varios dias, prefe-
riblemente a 282 C. | .

5.=- Procedimiento para la produccién de un

" inhibidor de amilasa, tal y como queda éustanc;almente

descrito en la presente Memoria,

Esta Memoria consta de 18 hojas escritas a mé-

quina por una sola cara,

- Madrid, ¢ FEB, 1973
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