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PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE INHIBIDORES DE
SACARASA.

- -y au

Satbsitands. BAYER AKTIENGESELLSCHAFT, entidad alemana, residente

en Leverkusen-Bayerwerk, Republica Federal Alemana.

Constituye el objeto de solicitudes de pa-
tente anteriores (Solicitud de patente alemana P 20 64
092.0, solicitud d; patente britanica No. 59 $39/71)
el conocimiento de que una serie de actinomices forman

inhibidores de hidrolasas de gluc6sidos y, es decir,
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particularmente inhibidores para hidrolasas de glic6sidos
preferiblemente de enzimas desdobladoras de hidratos de
carbono del aparato digestivo. Uh‘grupo de estos inhibi=
dores es relativamente estable bajo la influencia de ca=
lorry a la temperatura ambiente es resistente a acidos y
4lcalis. Estos inhibidores pertenecen. quimicamente a la
clase de los oligo- o polisacéridos, respectivamente sus
derivados. .

En las citadas solicitudes de patente, por
ejemplo en los ejemplos 28 a 38 de la citada solicitud
de patente alemana, se describe la obtencién de un tal
inhibidor de amilasa de la cepa de éctinoplanéceas SE 50
perteneciente al orden de actinomicé;ales.

» » ﬁas soluciones de cultivo de la cepa SE 50 a
menudo tienen también una pequeiia eficacia inhibidora de
sacarasa. 7 _

La obtencién y preparacién en estado puro del
inhibidor de sacarasa formado, sin embargo, llegan a ser
sGmamente dificiles debido a la existencia de considera~
bles cantidades de inhibidor de amilasa en la solucifn de
cultivo.

Ahora constituye el objeto de la invencién un
procedimiento, con el cual se logra reprimir la formaci6n
del inhibidor de amilasa y simulténéamente promover la'
formacién del inhibidor de sacaros;{‘Se consiguen estos
efectos con las siguientes medidas'qﬁe, seglin el invento,
pueden ser aplicadas individualménte o en,foFma combinada
una con otra: 7
1. Se emplea una solucién de cultivo exenta de almidén,

2. Se agrega maltosa a la solucién de cultivo,
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3. Se interrumpe el cultivo brevemente antes de alcan-
zarse o en el momento de alcanzarse el contenido 6p~
‘timo de inhibidor de sacarosa.

Resp. a 1.

Las soiuciones de cultivo deben ser exentas

de almid6n. Asi, en forma 6ptima, se obtienen soluciones

de cultivo, por ejemplo de la combosicién: 3,5 % de glu~

cosa. 0,5 % de hidrolizado de caseina, 1,3 % de extracto

de levadura, 0,3 % de K,HPO,, 0,3 % de CaC0,; pH ajustado

con KOH antes de la esterilizacién a 7,8, las cuales des-

pués de la fermentaci6n durante varios dias con la capa

de actinoplandceas SE 50 perteneciente al orden de acti-

nomicetales y depositada en el Centraalbureau voor

Schimmelcultures en Baarn, Holanda, bajo el No. CBS 961.70,

dan caldos de cultivo que contieneh_m&s,de 10 UIS/ml. A un

contenido de 300 a 700 UIA/ml (unidades de inkibidor de
amilasaj, resulta una relacién UIS/UIA de 15 x 1073 -

30 x 1073 (f = vIs/uiA x 109).

Resp. a 2,

Puede aumentarse todavia la produccién del

" inhibidor de sacarasa, si a la solucién de cultivo se

agrega maltosa. Si por ejemplo en 1& solucién de cultivo
arriba especificada se introduce un 1,5 % de maltosa, se
obtienen caldos de qultivo con un contenido de por ejem-
plo 16 a 18 y hasta de 24 UIS/ml. '
Resp. a 3. ' .

| Decisiva para la relacién de UI§/UIA es la
duracién del cultivo. Si se interrumpé el cultivo breve-
mente antes o justamente en el momento de alcanzarse el

contenido méximo de UILS, lo que segin la inoculacién pue-
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de sor el caso ya con una fermentacién de 1,5 a 2 dfas,
se obtienen valores f de hasta 180.

En,lugar de la cepa SE 50, segfin la invencién
pueden emplearse también sus mutantés y variantéa, par
éjemplo la cepa SE 50 / 13 (CBS-No. 614.71), -

La obtencién del principio inhibidor de sacas
rasa de las soluciones de cultivo,cérrespondientemqnégA
fermentadas, procede ya sea por concentracién de los -cale
dos de cﬁltivoé en vacio hasta 1/10 a 1/20 del volumeﬁ
original con subsiguiente liofilizaﬁién'o'sea por preci-
pitacién de las soluciones concentradas con 4 a 10Vpartes
en volumen de disolventes orgénicos, tales,coﬁo alcoholes
o cetonhs, preferiblemente con 5 a 9_par£es en volumen de
acetona, o bien de un modo particularmente sencillo por
adsorcién del principio inhibidor deéde la solucién de
cultivo neutra sobre ﬁn 0,5 a 4 %, preferiblemente 1 a
2 % de carb6n activo y por subsiguiente desadsorcién.con
alcoholes acuosbs o acetona particularmente a valores'pﬂ
dcidos, de preferencia con acetona al 50 % a un pH de 2 a
3. Subsiguientemente, lo desadsorbido es concethado-eél
vacfo hasta 1/50 a 1/200, preferibleﬁenté 1/100 del‘vaiu-
ﬁen de partida (de la solucién de cultivo) y a continuae
cién es precipitado con disolventes orgénicos, de prefa=
rencia con acetona. Por lo generai,upara'la obtencién'ée
preparados més puros, se efectia uﬁa adsorcidén previa de
los colorantes pardos que contaminan. la solucién de cul-
tivo, sobre 1 a 2 % de carbén‘ac;iéo‘a valores pH 4cidos
(valores pH de 1 a 4, preferiblemente de 2 a 5) a los cua
les la adsorcién de la sustancia activa sorprendeﬁteﬁente

aiin no ocurre a un grado notable.,
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' Es conocido que en animales y s?res humanos,
dequés de comer productos alimenticios y deleitosos conw
teniendo sacarosa, ocurren hiperglﬁcemias que son provo~
cadas por un desdoblamiento répido de la sacarosa por sa-
carasas del aparato digestivo seglin el siguiehte esquema

sacarasa _
S .
sacarosa ' e glucosa + fructosa.

Estas hiperglucemiag son pronunciadas en for-
ma particularmente fuerte y duradefa'en diabéticos. En
adiposos, la hiperglucemia alimenticia a menudo provoca
una secrecién particularmente fuerte de insulina que a su
vez conduce a una aumentada aposicibén de grasa y a una re
ducida descomposicién de grasa.

Los inhibidores de sacé;asa obtenidos y ais-
lados de acuerdo con la invenci6r segﬁn los métodos arri-
ba indicados, disminuyen consideréblemente la hiperglugg-
mia alimenticia y la hiperinsulinemia después de la'édmiw
nistracién de sacarosa a ratas. .

Ademé&s, es conocido.qge, después de comer pro
ductos deleitosos y alimentictosfque contienen sacarosa,
la caries ocurre en forma particdlarpente fuerte y fre:
cuente / por ejemplo W.Gold: Advances in Applied Micro-
biology 11, (1969) 135-157_7. Una inhibicién del desdobla
miento de sacarosa por inhibidores obtenidos segln la. in-
vencibén disminuye la formacidn de sustancias caribgenas.

Por ello, estos inhibi&ores se prestan parti-
cularmente bien como productos terapéuticos pa;a las si-
guientes indicaciones: ‘ B

" Adipositas, hiperlipemia (aterosclerosis),

~ diabetes, prediabetes, caries.

R
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Dosificacién: 100 a 10.000 UIS una o varias veces por dia
antes y/o durante y/o después de las comi=
das, por via bucgl;

Formas de preparacién: Pastilias, grageas, cépsulas, sow

luciones, suspensioneé, granulados, goma-
de mascar, pésta dgntifrica y como aditivo
a productos alimenticios y/o deleitosos
que contienen sacarosa. .

Ensayo de amilasa.

Una unidad de inhibidor de amilasa (1 UIA) se
define como aquella cantidad de inhibidor capaz de inhi-
bir dos unidédes de amilasa al 50 %. Una unidad de amila-
sé (UA) es lé cantidad de enzima que‘desdobla en un minu-
to bajo las condiciones de ensayo abajo indicadas 1 P
equivalente de ligaduras glucosidicas en el almidén. Las
P Val ligaduras desdobladas sevdetérminan, como u Val.
de azicares reductores formados, colorimétricamente con
4cido dinitrosalicilico y se indican con la ayuda de una
curva de graduacién de ma;tosé como n Val equivalentes
de maltosa. Para la realizacién del ensayo, 0,1 ml de so-
lucién de amilasa (20 a 22 UA/ml) se mezcla con 0 a 10. )lg
de inhibidor 6 0 a 20 P8 de la sqlucién a ensayar en 0,4
ml de glicerofosfato de sodio tampén_O,OZ--molar/CaCl2
0,001-molar, pH = 6,9, y se equilibra durante umos 10 a
20 minutos en un bafio de agua dé 35¢ C. Entonces se incu-
ba durante 5 minutos con 0,5 ml de una solucién, al 1 % de
almidén precalentada a 35¢ C (almidén soluble de la casa
Merck, Darmstadt, No. 1252) a la temperatura de 352 C y
subsiguientemente se agrega bajo mezclamiento 1 ml de reag

tivo de &cido dinitrosalicflico (segin P. Bernfeld en
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Colowick-Kaplan, Meth. ﬁnzymol, Tqmo i, pagina 149). Para
el desarrollo de color, se calienta la preparacién duran-
te 5 minutos sobre el bafio de Maria, entonces se enfria y

se la mezcla con 10 ml de agua destilada. Se mide la ex~

tinci6n a 540 nm en relaci6n & un valor en blanco corres~

" pondientemente fijado sin amilasa. Para la evaluacién,.de

una curva de graduacién de amilasa.previamente tomada, se
lee la actividad de amilasa todavia eficaz despues de la
adicion de inhibidor y de &sta se calcula la inhibicion
porcentual de la amilasa aplicada, La inhibici6n porcen~-

tual es trazada como funcion del cociente

/.lg inhibidor ¢

UA 44

( + calculado sobre sustancia seca,

#4+ UA en la preparacion no inhibida de la misma serie)
el punto de inhibicion al 50 % se lee de la curva y se lo
convierte en UIA/mg de inhibidor,

Ensayo de sacarasa

Una unidad de inhibidor de sacarasa (UIS) se

define como la cantidad de inhibidor capaz de inhibir dos

-unidades de sacarasa al 50 %. Uné‘ﬁnidad de sacarasa (US)

es la cantidad de enzima que en un minuto bajo las condi=-
ciones de ensayo abajo indicadas desdobla 1 )1 mol de- sa-
carosa en glucosa y fructosa. El P mol de glucosa forma-
da se determina cuantitativamente con ayuda de la reaccion
de oxidasa de glucosa, bajo condiciones, en las cuales un
desdoblamiento ulterior de sacarosé}bor la sacarasa ya no
ocurre mas. Para la realizaciéon del ensayo, 0,05 ml de una

1)

solucitn de sacarasa ajustada a 0,12 US, se mezclan con
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0 a 20 ug de inhibidor 6 0 a 20 pl de la solucién a en-
P p |

sayar y la mezcla se completa con maleinato de sodio tam~

pén 0,1-molar. pH = 6,0, hasta 0,1 ml. Se equilibra du-
rante 10 minutos a 352 C y entonces se agfega bajo @ez-.
clamiento 0,1 ml de una solucién de sacarosa 0,01-molar
precalentada a 352 C en maleihafo deléodio tampén O,I;ﬁg
lar, pH = 6,0. Se hace la incubacién durante 20 minutos a
35¢ C y se interrumpe la reacciénVAE sacarasa por adicién

2) y se conti-

de 1 ml de reactivo de oxidasa de glucosa
nGa la incubacién durante otros 30.ﬁinutos a 35¢ C.VSubsi
guientemente se agrega 1 ml de H2504 al 50 & y se mide a
545 tm en felaci6n a un valor en blanco corresppndiénte.
Para la'evaluacién,rse calcula la inhibicién porcentual
de la sacarasa aplicada y del punto de inhibicién al 50'%,
con ayuda de una curva de graduacién de glucosa, se la

convierte en UIS/g, respectivamente UIS/litro.

1) Sacarasa solubilizada de mucesa del intestino delga-
do de cerdos segtin B. Borgsﬁrum,vA. Dahlquist, Acta
Chem. Scand. 12, (1958), pagina 1997. Dilufda con ma
leinato de sodio tampén 0,l-molar, pH = 6, hasta ;1
contenido correspondiente de US.

2) El reactivo de oxidasa de glﬁcqsa es preparado por
disolucién de 2 mg de oxidasa dé glucosa (casa
Boehringer No. 15 423 EGAB) en 100 ml de tris-HCl
tampén 0,565-molar, pH =A7, y por subsiguiente adi-
ciéﬁ de 1 ml de solucién de'detérgente (2 g. de Tri-
ton 100 ¢+ 8 g. de etanol al:§5'%4p.a.),‘l ml de una
solucién de dianisidina (260 mg de o-dianisidina

2 HCL en 20 ml de HZO) y O,S'ml de ﬁna solucién acuo-

POV S —
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sa al'O,l % de peroxidasa (casa Boehringer No. 15 302
EPAP). '

Ejemplo 1. '
5, ' Si se inocula un matraz de Erlenmeyer de una

capécidad de 1 litro que contiene 120 ml de una solucién

de cultivo de la composicién: 3,5 % de glucosa, 0,5 % de

hidrolizado de caseina, 1,3 % de extracto de levadura,
0,3 % de CaCo,, 0,3 % de K,HPO,, ajustada antes de la es-
10. terilizacién, con KOH, a un valor pH de 7,8 y entonces
esterilizada durante 30 minutos a 1212 C, con 4 ml de un
cultivo previo de 3 dfas de edad de la cepa SE 50 en una
solucién de cultivo de la composicidn: 3 % de glicerina,

3 % de harina de soya, 0,2 % de CaCO3, obtenido por incu-

15. baci6én sobre una miquina agitadora cilfindrica hasta 28¢ C,

incubando a 242 C, se obtiene un caldo de cultivo que con-

tiene, después de una incubacién durénte 3 dias 9,1 UIS/ml
y 240 UIA/ml y, después de una incubacién durante 4 dias
10,4 UIS/ml y 675 UIA/ml.
20. Ejemplo 2,
Si a una solucién de.cultivo segln el Ejem-
plo 1, se agrega maltosa en distintas concentraciones y
se inocula y se incuba segGn el Ejemplo 1, se obtienen

los siguientes rendimientos de UIS/ml y de UIA/ml:

25. Concentracibn al cabo de 3 dias al cabo de 5 dfiak
de ma%f"“ UIA/ml  UIS/ml UIA/ml  UIS/ml

0 363 11,2 444 8,8
0,5 479 12,7 614 11,3
1,0 383 13,6 688 12,5

30. 1,3 337 15,7 . 725 12,7
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Concentracibn al cabo de 3 dias al caboAde 5 dias
de me,tosa UIA/ul  UIS/ml  UIA/ml  UIS/ml
1,8 274 16,6 - 678 14,4
2,2 287, 16,8 -~ 600 15,5
Ejemplo 3.

Si se inocula y se incuba una solucién de cul
tivo segln el Ejemplo 1, la que contiene adicionalmente
1,3 % de maltosa, se obtiene un caldo de cultivo que con-
tiene, después de una fermenﬁaci6n durante 2 dias, 14,4
UlS/ml y 81 UIA/ml y, después de una fermentacién de 4
dfas, 14,5 UIS/ml y 580 UIA/ml. | '

Ejemplo 4.

Si se inocula un matraz de Erlenmeyer de una
capacidad de 1 litro que contiene 120 ml de una solucién
de cultivo de la composicién: 3 % de glucosa, 1 % de mal-
tosa, 0,5 % dé hidrolizado @e caseina, 1,3 % de extracto
de levadura, 0,3 % de CaC0,, 0,3 % de K,HPO,, ajustada an
tes de la esterilizacién, con Na,C0,, a un valor pH de
7,2 y esterilizada durante 30 minutos a 121¢ C, con 4 ml
de un cultivo previo, de 3 dfas de gdad, de la cepa SE 50
en una solucién de cultivo de la cdmposicibn: 3% de gli--
cerina, 3 % de harina de soya, 0,2 % de CaCO3, obtenida
por incubacién sobre una méquina agitadora cilindrica has
ta 282 C, incubando a 24¢ C, se obtiene un caldo de cul-
tivo qué, después de una incubacién de 4 dfas, contiene
22 UIS/ml y 500 UIA/ml. ‘

Ejemplo 5.

500 ml de una solucién;dé cultivo parda de la
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cepa SE 50 con 22 000 UIS/litro tuAse hizo fermen£ar se-
gin el Ejemplo 4, se ajustaron éoﬂ HNO3 semiconcentrado
a un valor pH de 2,5, se mezclafdn con 5 g. de carbén Ecn
tivo (de la casa Merck) y se agitgfon_durante 10 dinutos..
Se centrifugé durante 15 minutos ;-i0.000 r.p.m. y se neu
tralizé con amonfaco el sobrenadante claro de color ama-
rillo. Subsiguientemente se concenfré bajo rotacifn en el.
evaporador giratorio a 20 mm Hg hasta 50 ml y se mezcld
esta solucibén concentrada con 50 ml de acétona para la
precipitacién de componentes inacfivps.”Se instild el £fil
trado claro bajo agitaci6n en 400 ml de acetona y se re-
cogib el precipitado formado sobre un filtro de succién,
se lo lavd con acetona y &ter y se lo sec6 en vacfo a la
temperatura ambiente. ,
Rendimiento: 1,4 g. con 6000 UIS/g 2 un rendimiento al
70 %, calculado sobre la actividpd;_
Ejemplo 6.

500 ml de una solucién‘&chuitivo de la cepa
SE 50 con 22 000 UIS/litro, la quéjsg hizo fermentar se-
gin el Ejemplo 4, se elaboraron ségﬁn el Ejemplo 5, pero
no se precipité con acetona, sino con etanol.
Rendimiento: 0,6 g con 7000 UIS/g 2 un rendimiento ai
38 %, calculado sobre la actividé&.

;Un litro de una solucitn de.cultivo (21 000
UIS/litrd) de color par&o oscuro, fermentada analogémen-
te al Ejemplo 4, se ajust6 con &cido nitrico semiconcen=
trado al valor pH de 2,5, se lo mezcl6é con 10 g. de car-
b6n activo (de la casa Merck) y cpnllo g. del agente auxi-

liar de filtracién Clargéll Yy se agit6 durante 10 minutos.
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Sobre un filtro de succién provisio de una capa de 1 a 2
cm de espesor de Clarcell se filtfé y se neutralizé el
filtrado con amonfaco. Se desech6 ia torta de filtracién,
Al filtrado neutro (19 000 UIS/liﬁro)lse agregd 1,5 % de.
carbén activo y se agitd durante iO minutos, luego volvié
a filtrarse a succibén, El filtrado Qohtenia todavia aproé
ximadamente 10 % de la actividad y fué desechado. (si eé-
ta actividad restante ha de ser obtenida todav{a, vuelve
a adsorberse con 0,5 % de carbén activo y se reunen los
residuos de carbén). El residuo de carbén que contiene la
actividad de sacarasa, fué lavado con un poco de agua y
subsiguientemente se lo agité tres veces durante 10 minu-
tos cada vez con 50 ml de acetona -al 50 %, pH = 2,5'(Hé1),
para la desadsorcién de la actividad. Cada vez se filtré
a succiétn y los tres desadsorbatos se reunieron. Se con-
centr6 en el evaporador giratorio hasta 10 ml y se’mezc}é
ei concentrado viscoso con igual volumen (10 ml) de‘ﬁeta-
nol bajo agitacién., Se separ6 por centrifugacién el pre-
cipitado formado. Entonces se instilé la solucién metan6-
lica al 50 % clara y de color pardo amarillento en 230 ml
(= 12,5 voliimenes) de acetona absdlhta.bajo agitacién.'El
precipitado formado se sedimenté bien; después de la de-
cantacién del sobrenadante de color-amarillo intensivo,
se recogif el precipitado con acetona absoluta y se lo
lavé, Se 16 recogié entonces por fiitracién a sucecibn y
se lo lavé todavia una vez con acetona absoluta y otra
vez con éter., Subsiguientemente éé lo secd en vacfo a la
temperatura ambiente.  P .‘
Rendimiento; 850 mg con 12 500 UIS/g 2 un rendimiento

al 51 % (calculado sobre unidades en el caldo de cultivo).
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Tabla 1 para el Ejemplo 7.

(Rendimientos de actividad de la elaboracién)

Etapa de Volu
elaboracién men

(ml)

v1s/
litro

UIA/
litro

£-U1s
UIA

:x'103

UIS

rendimiento
de UIS (%)

1)

2)

3)

4)
5)
6)

7)
8)

9)

10) precipi.

Solucién 1000
original

después de 1000
la primera
adsorcién so
bre carbén
activo

(pH 2,5)

después de 1000
la segunda
adsorcion

sobre carbon
activo

(pH 7,0)

prim. des~ 45
gdsorbato

seg. des- 45
adsorbato

terc. des~ 45
adsorbato '

concentrado 10
bajo rota-

cion hasta

10 ml1

precipita- 18
cibtn con me
tanol al 50%
(filtrado)

sobrenadan 260
te dé la pre
cipitacion

con acetona

tado

21000

19000

2000

260000

92000
30000

1500000

730000

8400

0.5x10°

0.4x10°

3,5x105

2x10°

0.75x10°

22x10° .

12x10°

0.85 g 12500/g 0.22x10%/g

42

48

[

75

46

21000

19000

2000

11500

4100

1350

15000

13200

2200

56 10600

100

90

(desechado:
10%)

35

19,5 581

6,5

72

63

(desechado:

10%)

51
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Ejeiplo 8,
Metodos de ensayo para la comprobécioﬁ'del efecto de in--
hibidores de sacarasa en ratas.

Para provocar una hiperglucemia alimentiéia
y una hiperinsulinemia, unas ratas e ayunas (n = 6) re=-

ciben 2,5 g/kg de sacarosa por via bucal. Otras 6 ratas

© reciben adicibnalménte a la sacarosa.elAinhibidor de sa-

carasa, preparado anilogamente al Ejemplo'S, en la quifi~
cacién indicada. La glucosa en la saﬁgre y la insulina en
el suero son examinadas a los intervalos de tiempo indi-
cadds a contar de la administracibn de sacarosa. Las prue
bas de sangre son tomadas del plexué venoso retroorbital.
Se determinan la glucosa en la sangre en el analizador
' , segtn Hoffman: J. biol~Chem.
120, 51 (1937) .7, y la insulina en el suero segin el mé-
todo de Halés y Randle: Biochem. J.88, 137 (1963).'

Tabla 1 para el Ejemplo 8.

Valores medios de la glucosa en la sangre en mg/100 t1ls
de ratas en ayunas a distintos tiempos a.contar_de-la ad~-
ministracién oral de sacarosa 4 substancia activa aniloga

al Ejemplo 5.
120 mi~

nutos

Testigo sin sa-

carosa 67 47,1 72 % 4,6
testigo con sa: 3
carosa 134 + 15 140 % 16
100 UIS en sa- '

carosa 96 4 4,4 93 % 6,2
== P<0,05 =zz222 p 0,001 en

ca

68 * 5,3 66 ¥ 50 71} 3,3
126 4 12 117 + 20 103 43,0

92 4 5,6 92 4 3,4 954 12

-relacién al testigo con sa-
rosa




I

10.

15.

20.

Tabla 2 para el Ejemplo'8.

Valores medios de la insulina en el suero en Ve unid./ml 4 1s
de ratas en ayunas a distintos tiempos .a contar de la adminis-

tracibén oral de sacarosa’i substancia activa andloga al Ejem-

: ;7:1.0 5. _
Dosis/kg per 10 20 30 60 120 minu-
0s tos

Testigo sin

sacarosa 8,8 +1,89,84+1,4 10,842,3 10,744,6 8,1 + 0,7

testigo con ’ ! ’
sacarosa 22,2 + 11 35,3 + 14 19,345,0 16,7+5,3 8,1

1+

1,1
100 UL% en
sacavosa 9,9 4 4,3 11,1 + 3,57,6 4 1,7 14,84 3,8 10,2 + 2,8

————— - o Lot
- - " -

mme= P < 0,05 ————P <0,01 =====P < 0,001 en relacitén
al testigo con sacarosa. |
NOTA
Descrita suficiéntemente la nﬁturaleza del in-
vento, asi como la manera de realizarlo en la préctica,
debe hacerse constar que las disposiciones anteriormente
indicadas, son susceptibles de mogifiéaciones de detalle
en cuanto no alteren su principio fundamental. También se
hace constar que el invento corresponde a una Solicitud
“de Pétente, presentada en Alemania, con fecha 1 de marzo
de 1972, bajo el ntmero P 22 09 834.6; acogiéndose por lo
tanto a los beneficios que conceden los Convenios Inter-
nacionales en vigor, siendo lo que constituye la eséncia
del referido invento y por lo qﬁe se solicita Patente de
Invencién por 20 afios en Espafia, sobre: PROCEDIMIENTO PA-
RA LA PRODUCCION DE INHIBIDORES DE SACARASA; caracterizéndo

se por lo siguiente:

l.~ Procedimiento para la produccién de inhi-




10.

15.

bidores de sacarasa, caracterizado porque comprende cul-
tivar la cepa de actinoplanfceas SE 50 en un medio de cul
tivo exento de almidén y aislar los inhibidores del medio
de cultivo. ‘

2.~ Procedimiento segln la reivindicacién'l,

caracterizado porque se agrega maltosa al medio de culti-

VO,

3.~ Procedimientg ségﬁn.la reivindicacién 1,
caracterizado porque se interrumpe el cultivo en un tiem=-
po brevemente antes hasta el momento de alcanzarse un con-
tenido épﬁimo de inhibidor de sacérosa.

4 .- Procedimiento para la produccién de inhj-
bidores de sacarasa, tal y como queda sustancialmente des
crito en la presente Memoria;'

Esta Memoria consta de 16 hojas escritas a
méquina por una sola cara,

Madrid, FE3°.7973
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