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Procedimiento para la produccidén de inhibidores

de ssacarasa.

—_——nmE s

Cohstituye el’?bjeto de sollcitudes de patente,
anteriores (por ejemflo la solicitud de patente alema-
ne P 20 64 092.0) el conocimiento de que una serie de
sctinanices, sobre todo las actinoplandceas, forman in

hibidores pars hidrolasas de glucdsidos, preferiblemen’
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“deidos y élealis. Estos inhibidores pertenecen quimicamente

.sus derivados.

te enzimas desdobledoras -de hidratos de carbono del aparsto
digestivo. Un grupo de estos inhibidores es relativamente eg |

table al calor y a la temperatura ambiente es resistente 2 g
a la clase de los oligo- y polisacdridos, respectivemente -

La mayoria de los inhibidores de este grupo son inhibi

dores de amilasa altemente potentes, pero son inhibidores de

sacarasa tan solo medio.fuertes o‘débiles. _
Constituye shora el objeto de la invencidn un procedi~
miento para la transformacidén de los mencionados inhibidores
de amilasa en potentes inhibidores de sacarasa. El mismo
consiste . en que se descomponen log inhibidores de amilasa

enzimdtica o quimicamente.

Ensayo de amilasa. '

Una unided de inhibidor de smilasa (1 UIA) se define

como aquelle cantided de inhibidor capaz de inhibir dos uni- :
dades de emilasa al 50 %. Una unidad de emilasa (UA) es aque;
1lla cantidad de enzime que en un minuto bajo las condicionesé
de ensasyo abajo indicadas, desdools 1 /% equivalente de ligg;
duras glucosfdicas en el almidén. _LOS/ﬁ equivalentes (/u '
Val) de lipaduras desdoblades son determinados colorimétriocs .

mente con dcido dinitrosalicilico como o Val de azlcares rg .

ductores formados y son indicados medisnte una curva.de gra~

duacién de maltosa como /u'Val equivalentes de maltosa. Para
la realizacidn del ensayo, se mezcla 0,1 ml de solucidn de
amilase (20 a 22 UA/ml) con O & 10 yug de inhibidor o O a 20
/ul de 1a solucidn s ensayar en 0,4 ml de glicerofosfato de

sodio tampén O,02-molar/CeCl, 0,001-molar, pH = 6,9, y se Ja

“equilibra durante unos 10 a 20 minutos en. un bafio de agua de
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. despuds de la adicidn de inhibidor, y de ella se caloula la
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35°C. Entonces se hace la incubacidn con 0,5 ml de uns solu-
cidn de almiddn al 1 % precalentada & 35°C (almidén soluble
de la casa Merck, Darmstedt, No. 1252) a 35% y subsiguiente-%
mente se mezcla con 1 ml de reactivo de dcido dinitrosalicil_i_l
co (segin P.Bernfeld en Colowick-Kaplan, Meth.Enzymol., Tomo ;
1, Pagina 149). Pars el desarrollo de color, la preparacidn
es calentada durante 5 minutos sdbre el bafio de Maria en ebu-
1licidén, entonces es enfriada y mezclada con 10 ml de agus

destilada. Le extincidn a 540 mm es medida en relacidn a un |

valor en blanco correspondientemente fijado, sin amilasa. Pa-

ra la evaluacién, de una curva de gradumcidn de amilasa pre-

viemente tomada se lee la sctividad de amilaesa todavia eficaz

inhibicidn porcentual de la amilasa aplicada. Is inhibicidn
porcentual es marcada como funcion del cociente.

ug inhibidor +

UA 4+

4+ calculado sobre sustancia seca,.

4+ UA en la preparacidn no inhibida de le misma serie,
el punto de inhibicidn al 50 % se lee de la curva y se lo cal:
cule en UIA/mg de inhibidor.

Ensayo de sacarasa.

ﬁna unidad de inhibidor de sacarese (UIS) se define co-;
mo aquella cantidad de inhibidor capsz de irhibir dos unidawAs
des de sacarasa al 50 %. Una unidad de sacarasa (US) es aqqgg
lla cantidad de enzima que én un minuto bajo las condicicnes !
de ensayc abajo indicadss desdobla 1 /mmol de sscaross en glg:
cosa y fructosa. EL /umol de glucosa formada es determinadc !

cuantitativamente, con ayuda de la reaccién de oxidasa de glu
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cosa, bajo condiciones & las cuales deja de producirse un desg

doblamiento ulterior de sacerosa por la sacarasa. Para la
realizacidn del ensayo, se mezelan 0,05 ml. de una soluoién de i
sacarasa ajustada a O,1é Us; con O>é'20 /ug de inhibidor o 0
a 20 /ul de la solucidn = ensayar y se completa la mezcla - & }
0,1 ml con maleinato de sodio tampdn O,t1-molar, pH = 6,0. Se

equilibra durante 10 minutos a 359C y entonces se mezcla con
0,1 m1 de una solucidén de sacarose 0,05-molar preéalentada a

35°C en maleinato de sodic tampdén 0,1-molar, pH = 6,0. Se ha-

ce la incubacién durante 20 minutos a 35°C y se pars la reac- !,

cidn de sacarase por adicidn de 1 ml de reactivo de 6xidasg_ :
de glucosa 2) y se continda la incﬁbacién,durgnte otros 30 mij-
nutos a_35°C. Subsiguientementelse agrega 1 Wl de H2804' al‘}
50 % y se mide a 545 mn en‘relacién a wn valor en blanco co-

rrespondiente.

1) Sacarase solublillzada obtenida de la mucosa del intes—~
tino delgado de cerdos, segin B.Borgstrdém, A.Dahlquist, Actg-
Chem. Scand. 12 (1958), pdgina 1997; Diluida con maleinato

de sodio tampén O,1-molar, pH = 6,0, hasta el correspondiente

contanido de US.

2) El reactivo de oxidase de glucosa es preparado por di~2
solucidn de 2 mg de oxidasa de glucosa (Casa Boehringer Ko. 5

15423 EGAB) en 100 ml de tris-HC1 tampén 0,565-moler, pH= 7,0 |

¥y por subsigulente adicidén de 1 ml de una solucidn de deter-—

gente (é g de Triton X 100 4+ 8 g de etanol al 95>% p.a.), 1
I

]
i

en 20 ml de HQO) ¥ 0,5 ml de una solucidn acuosa a 0,1 % de
peroxidasa (Case Boehringer No. 15302 EPAP).
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Para la evaluacion se calcula la inhibicion porcentual,
de la sacarasa aplicads y del punto de inhibieidn al 50 4 sef
la calcula, con ayuda de una curva de graduscidn, en UIS/g, ;
respectivamente en UIS/iltro. ;

La transformacidn de los inhibldores de amilasa en inhf
bidores de sacarasa procede por desdoblamiento de fragnentos
de moldcula inmctivos como inhibidores (en ls mayorfs de los
casos, mono-, di~ o trisacdridos) de las moldculas de 1nhibiF_
dor. Este desdoblamiento de fragmentoa'de molécula inacti-

vos como inhibidores, procede por desdoblamiento enzimitica-

mente hidrolf{tico o por desdoblamiento quimicamente hidroli—: '
tico; de preferencia, uno se sirve de'la hidrdlisis de écidos
a altas temperaturas. A tal efecto se hidrolizan solucionesé
al 1440_%, preferiblemente al 2-20 % de los precitados inhi-.
bidores de emilasa altamente potentes en dcidos minerales 0,1
g8 S~normales, preferiblemente 0,5 & 2-normales, de ﬁreferens
cia, HC1l o HZSO4, durante 0,1 a 6 horas, preferiblemente 0,5
a 4 horas, a 60-110°c, preferiblemente a 80-10600, observéﬁdg

se, a medida que aumenta la duracidn de la hidrdlisis, una

calde brusca de la activided inhibidora de amilaaa,de las s0:

“luciones a un aumento brusco simultaneo y una subsiguiente g
caida lente de la actividad inhibidora de satarasa de las s g;
Uls

UIA
la duracidn de la hidrdlisis, sube en fonna»corresppndiente-

luciones. El cociente 'F = x 103, a medida que aumentg

|
mente empinads / Compdrese Fig.1. Esta figura demuestra el ;
desarrollo temporal del contenido de inhibidor de amilasa (1%
¥ del contenido de inhibidor de sacarase (2), as{ como el coﬁ
ciente f} (3) de una solucidn al 2. % del inhibidor de emila-
sa de la cepa SE 50 en la hidrdlisis en HC1 0,5-normal a f

100°¢ durante O & 100 minutos. Sobre el eje x se indice el
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tiempo en minutos, sobre el eje 71 se indican las UIA x106/§

litro, sobre el eje y2 las UIS x 103/litro y sobre el eje y3§
se indica el cociente {-‘ ] . Elevadas concentraciones de dci- |
do, concentraciones bajas del inhibidor en la .solucidn y tem~
peraturas altas producen un aumento particﬁlamente fuerte |
del valor £ , vale decir, un desplazamiento particularmente P
notable de la .relacio'n.de inhibicidén de sacarasa/amilssa hsc-~i
cia le sacarasa / Comparese las Figuras 2 y 3. Estas figuras
demuestran el desarrollo temporal de la relacidn de inhibi- i
cién de sacarasa/emilasa en relacidn al tiempo de hidrélisis i
bajo diferentes condiciones de hidrélisis. En las dos Pigu-
ras, el eje x representa el tiempo en minutos, el eje J el
coclente F.

’ La Pigura 2 demuestra el desarrollo de la hidréliais‘a
100°¢,
Curva 1 HCl 1-normal 20 me/ml

Curva 2 HCl 1-normal 200 mg/ml

Curva 3 HC1l O,75-normal 20 mg/ml
Curva 4 HCl 0,75=-nornal 200 mg/ml
Curva 5 HCL 0,5-normal 20 mg/ml
Curva 6 HC1 0,5-normal 200 mg/ml. ]
La Figura 3 demuestra la influencia de la concentra-
cidn de dcido y de la temperatura sobre la relacidn de UIS/
UIA. C = 20 mg de inhibidor de amilasa de la cepa SE 50/ml, %
acido HC1

s—normal 90°¢

-—

Curva
Curva 2 2-normal 80°c
Curva 3 1-normal 90°%

Curva 4 f-normal 80°¢

.0, 5-normal.  90°C

5

Curva
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Curva 6 2-nermal 70% 2 0,5 80°

Curva 7 2-normal 60°C
Curve 8 1-normal  70°C.

El gislemiento del prineipio inhibidor de sacarasa de |
tales hidrolizados es efectuado Spticamente por adsorcidn sg ;
bre carbén activo previa neutralizacién del hidrolizado y suhg

giguiente desadsorcidn fraccionante del inhibidor desde 2l

!

, - ) .
garbon con aslcoholes acuosos o scetona acuosa. Si los hldr0~i

lizados llegan a tener un color muy oscuro, los mismos son |
descolorados con carbdén activo a valores pH dcldos (pH 1 -~ 3%
antes de la adsorcién del inhibidor de sacarass sobre el car-
bén.

La cepacidad inhibidors de los mejores preparades de
inhibidor asciende a 15 000 UIS/g.

La descomposicidén segin el ‘invento puede proceder tem

bién enzimdticemente, pars lo cual se presta particularmente

bien la P-agmilasa.

Es conocido que en animples y en seres humanos, des—
pués de comer alimentos y productos'deleitosos'que contienen
sacarosa, ocurren hiperglucemigs provocadas a causa de ﬁn des;
doblamiento rédpido de la sacarosa por sacarssas del aparato :
digestivo segin el siguiente esquema E

sacarass,
sacarosa > glucosa + fructoss.

Estas hiperglucemias son pronuncisdas en forme particularmen

te fuerte y duradera en el caso de diabéticos. En adiposos,

le hipersglucenia alimenticia a menudo provoea una secrecidn
particulafmente fuerte de insulina que a su vez conduce 2 une
aposicidén aumentads de grasa y a uns reducida descomposicidn

de grasa.
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fueron disueltos en 50 ml de acetato de sodio tampén, 0,05-zmo-!

Los inhibidores de sacarasa obtenidos y aislados de ;
acuerdo con la invencidn y sesin los métodos arriba indicadosi
disminuyen considerablemente la hiperglucemia slimenticla y 1lg
hiperinsulinemia en rataes después de la adninistracidn de saé.
carosa.

Ademds, es conocido que, después de comer alimentos ¥y

productos deleitosos conteniendo sacarcsa, la caries ocurre

en forme particularmente fuerte j frecuente [fpor ejemplo

W.Gold: Advances in Applied Microbiology 11 (1969) 135 - 157_7

Una inhibicidn del desdoblamiento de sacarosa por el inhibidof
i |

producido segin la invencidn, reduce la formacidn de sustan-
cias caridgenas en la cévidad bucal. ' o
Estos inhibidores de sacarasa, por ello, son aptos como
productos terapéuticos pars las sigulentes indicaciones:
Adipositas, hiperlipemia (aterqsclerosis), diabetes,
prediabetes, caries.
Dosificacidn: 100 a 10 000 UIS una o varias veces por dfa an=
tes y/o durante y/o después de las comidas por
via bucal. ‘ i
Formas de preparacidn: Pastillas, grdgeas, cépsulas, solucio- i'
' hes, suspensiones, granulados, goma de mascér,
paste dentf{frica y como aditivos a productos ali’
menticios y deleitosos. -
Ejemplo 1 . o
5 g del inhibidor de amilasa de la cepa de sctingpland~
ceas SE 50 (CBS - No. 96i.70) con 10 x 109 UIA/g y 220 UIS/g

lsr, pH = 4,5 y mezclados con 25 mg de P -amilasa de cebsda ¥y ;

isometidos n la incubacidn a 35°C. La preparacién de incuba-

cidén fué inilada bajo agltacidn directamente en 450 wl de al-
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cohol seco, el precipitado coposo blanco fué recogido por
filtraecidn a succidén, lavado dos veces con etanol y con éter
¥y secado en vacio.
Rendimiento: 2,5 g con 4,6 x 108 UIA/g y 700 UIS/g.
Ejemplo 2

100 g del inhibidor de amilasa de la cepa SE 50 fueron
disueltos en 500 ml de Hy50, 2-normal e hidrolizados durante
4 horas a 100°C. 1La solucidén de color pardo negrusco, des—
puds del enfrismientd, fué ajustada con KOH 10-normel al va-
lor pH de 2 y pare su descoloramiento fud mezclade dos veces
cada vez con 4 g de carbdn activo y fué agitada cade vez du-
rante unos 10 minutos y entonces fué filtrada a succidn. Se
desechdé el caerbdn, se neutralizdé el filtrado de color amari-
1lo claro con KOH 10-normel (pH = 6,6). Se mezcld el filtra
do con 20 g de carbdn activo para la adsorcidn. sobre el car-
bén de los fragmentos activos como inhibidores. Después de
una agitacidén durente 10 minutos, se filtrd a succién y nue~
vamente se sometid el £iltrado a una edsorcidn con 10 g de
carbén activo. Los res{duos de carbén fueron reunidos y el
filtrado fué desechado. Para la eliminacién de sales restan
tes y de glucosa, los residuos de carbdn reunidos fueron la-
vados con 2 litros de agusa, destilada ¥ 2 litros de etanol all
2,5 % sobre el filtro a succién y subsiguientemente fueron |
désédsorbidos tres veces cada vez con 750 m1 de etanol al 10%
y entonces con etanol al 15 %. Para la desadsorcién se aglitd
cada vez durante 10 minutos, entonces se filtrd a succidn y
se mezclaron 1los residuos de carbdn con nuevo agente de desag
sorcién. Los correspondientes filtrados de la desadsorcidn

al 10 %, respectivamente al 15 %, fueron reunidos y concen-

trados en el evaporador giratorio hasta aproximédamente 20 ml;
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y subsiguientements el rosiduo fué liofilizado. Rendimiento: '

- aproximadamente 2 g de la frapcién al 10% y 1,2 & de la fpag§

!
cidén 8l 15 %.

Actividad especf{fica = Fraccidén al 10 % 9000 UIS/g;0,2x108
' UlA/g
Fraceidn al 15 % 15000 UIS/g; 0,5x10°
. UIa/g
Ejemplo 3
200 mg e un inhibidor de amilasa (6 x 10° UIA/g, 160
UIS/g) aislado de la cepe de actinoplandceas SE 82 (CBS-No.

615.71), fueron disueltos en 10 ml de HCl<O,75~hormal. La so- |
lucidn de partida tenfa una actividad de 120 x 106 UIA/litro
a 3200 UIS/litro. Esta solucién fué sometida & la incubacidn

durante 30 minutos a 100°C en el bafio de agua, entonces fué |
enfriada y ensayada. El contenido de inhibidbr de‘amilasa en
el hidrolizado as{ obtenido ascendid a 8 x 10% UIA/litro y el
contenido de inhibidor de sacarasa ascendid a 21000 UIS/1litro.

Ejemplo 4
200 mg de un inhibidor de amilasa (4 x 10° UIA g, 310

UIS/g) aislado de la cepa de actinoplandceas SB 18 (CBS - No. |
957.70), fueron disueltos en 10 ml de HCl O,75-normal. La so-i
lucién de partida tenfs una actividad de 80 x 10° UIs/1itro

v de 6200 UIS/litro. Se sometid esta solucidn a la incubecidn
durante 30 minutos. a 100°C en el bafio de agua, entonces se la

enfrié y se la ensayé. El contenido de inhibidor de amilasa

en el hidrolizado as{ obtenido, ascendid a 10 x 108 UTA/1itro

|
. i
y de inhibidor de sacarasa a 28 000 UIS/litro. i
Ejemplo 5 i

i

Método de ensayo para la comprobacidén del efecto de 1la |

sustancia activa del Ejemplo 2 en ratas en el ensayo de adni-
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4+ 1000 UIs 83 + 5,2 85+ 7,6 11 4+ 6,0 8§ £+ 5,4

nistracién de sacarosa.
Para la provocacidn de una hiperglucemis y de una hiper]
insulinemia, después de la administracidén de hidrato de car- |
bono, unas-ratas (n = 6) reciben 2,5 g/kg de sacarosa camo 59
lucién por via bucal. A igual mimero de raths se administre
orghnente, en adicidn a la sacarosa, la citada sustancia ao-
tive para debilitar la.hiperglucémia e hiperinsulinemia. La
‘glucosa en la sangre y la insulina en el suero son determina
das a 153 intervalos de tiempo indicados a contar de la ad-

ninistracidén de hidrato de carbono. ILa determinacidn de hiw-

dratos de carbono reductores procede con el analizador auto-
mdtico ZTTechnioonCQ,; segin Hoffman: J.Biol.Chem..120, 51
(1937) _7 ¥ la determinacidén de la insulina segin Haler y
Randle / Biochem. J. 88, 137 (1963)_7. Se saca la sangre del
plexus venoso retroorbital, |

Tabla 1 para el Ejemplo 5

Glucosa en la sangre en % en mg- (valor medio + 1 8) e
insulina en el suero en Ve unidades/ml (valor medio + 1 s)

de rates en ayunas a distintos tiempos a contar de la admi-

nistracidn oral de sacarosa 4 sustancis activa del Ejemplo 2,

Dosis/kg Zlucosa en la sangre insulina en el suero
per os 10 20 minutos 10 20 minutos

Testigo 179 45,9 79+ 4,8 17+ 11,0 9 4+ 7,3
sin sacg '

rosa

testigo 142 & 20 148 + 17 31 & 14,2 39 13,2
con sacg

roag !

sacarosa 95 £ 5,3 94 6,3 8+ 5,7 + 2,8
4+ 100 UIS === : _ o gt

%4

]

gacaross

et e o as e s s gt oot S e s




10.

15.

20.

N
(%31
.

30.

412097

==== P < 0,001 en relacién al testigo con sacarosa

——— P £ 0,001 en relacion al testigo con sacaross

-—--~ P < 0,05 en relacidén al testigo con sacarosa
«-NOTA - ‘

Descrita suficientemente ia netursleze del invento, ési
como la manera de realizarlo en la préctica, debe hacerse
conster que las disposiciones anteriormente indicadas, son
susceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alte-
ren su principic fundemental. Tembién se hace constar que el
invento corrésponde a una Solicitud de Patente, presentada eh
Alemania, con fecha 1 de marzo de 1972, bajo el nimero P 22
09 832.4, acogiéndose por-lo tanto a los beneficios que con-é
ceden los convenios internscionales en vigor,*éiendb lo que
constituye la esenbia del referido invento y por lo que se s9
licita Patente de Invencidn por 207aﬁos en Espafia, sobre: i
PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE INHIBIDORES DE SACARASA;
caracterizandose por lo sigulente: s _

18.~ Procedimiento para la produccion de inhibidores |
de sacarasa, caracterizado porgue comprende deseompoper 1nhi;
bidores de amilesa de la clase de oligo- y polisacéridos ¥ sus
derivados, a inhibidores de sac¢erassa.

28,- Procedimiento segin ls reivindicacidn 1, caracte-
rizsdo porque se descomponen inhibidores de amilasa de las
cepas de mctinoplandceas SE 50, SE 82, SB 18. ;

32,~ Procedimiento segﬁn la reivindicecidn 1, caracte-

rizado porque la descamposicidn se efectda con dcidos acuo-

sos & temperaturas elevada.
8, . Procedimiento seglin la reivindicecidén 1, caeracte- |
rizado porque la descomposicidn se efectis enzimdticsmente.

i
i
l
0
|
]
i
'

58.~ Procedimiento para la produccidn de inhibidores
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de sacarasa, tsl y como queda sustancialmente descrito en la -
presente Memoria e ilustrado en los adjuntos dibujos.
Esta Memoria consta de 13 hojms, escritaes a méguina por
ung sola cera,
S uadria 27 FEB 1973
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