AINISTERIO DE INDUSTRIA Y Eumqunu JUL. 1978

cedido o) Reglstro de’ acuerdo

Reglstro da la Propiedad Industrialoon los datos que figuren en \a pre NUMII;O6 o Al
sente descripeion y segin SFC 564
xenido de la Memoria adjunta, @ [Fomm o Freseraaion
13-1-78
ESPANA PATENTE DE INVENCION
@ PRIORIDADES:
@NUMERO @ FECHA @ -
P 27 01 89,2 19-1-79* Rep. Federal Alemana

@FECHA DE PUBLICIDAD

cl.AsnchchN INTERNACIONAL

PATENT‘ DE LA QUE ES DIVISIONAMIA

LD, AU A6 AK

@TITULO DE LA INVENCION

HIDROLASA DE GLICOSIDOSM

i

"PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN INHIBIDOR FEPTIDICO DE

@ SOLICITANTE {8)

HOECHST AXKTIENGESELLSCHAFT

(HOE 77/% 00K)

DOMICILIO DEL SOLICITANTE

D~ 62%0 Frankfurt/Main 80, Republica Federal Alemana

LI

@ INVENTOR (ES)

Hans-Ludwig Weidenmiiller,

Dr. Volker Oeding, Dr. Werner Pfaff, Dr, Laszlo Vértesy ¥y Dr. ,

LY

@ TITULAR (E8)

HOECHST AKTIENGESELLSCHAFT

’0

s e n
.
Aa0n

@ REPRESENTANTE

DON ALBERTO DE ELZABURU MARQUEZ.

(P.- 67.800)

ABV./

UNE A+ 24 MOD, 3108

UTILICESE COMO PRIMERA PAGINA GE LA MEMORIA



p. 67.800]

Hoja ntim.

1+ Ia presente invencidn se refiere a un nuevo inhi-
bidor de las hidrolasas de gliclsidos del tracto digesti-
vo, especialmente de las X -amilasas de péncreas. Ia in
vencién se refiere, ademds, a la produccidn de tal inhibi
dor por fermentacidn del microorgenismo especifico, Strep
Z tomyces tendae, cepa 4158, asi como de sus variededes y
mutentés, de la mencioneda cepa microbiana como tal y tam
bién a un procedimiento para la obtencidn del inhibidor a
partir de la carga de fermentacidn, y a su purificacién.

Son conocidos inhibidores de hidrolasas de glicé-
10 sidos procedentes de microorganismos, especia.'l.ﬁlente de ac~
tinomicetos. Las sustancias hasta shora investigadas con
més detalle pertenecen tipicemente a la clase de los oli-
gosacéridos o polisacéridos. Inhibidores correspondientes,
con posible carédcter peptidico, se describen como térmice-
15 | pente inestables, més o menos fcilmente insctivebles por
tripsine y, sobre todo, comparativamente menos activos.

Se ha encontrado shora en cargas de fermentacidn
de Streptomyces tendae, cepa 4158, una sustancia inhibido

ra, de gran sctivided, de la K -amilasa de pincreas, que

20 puede clasificarse quimicemente entre los péptidos.

El inhibidor se ca:_cacteriza por un peso molecular
de 5.000 a 10.000, un néxino de ebsoreidn de luz ultravig
leta a 276 mm, un punto isoeléetrico de 4,4, y una compo-
sicién en eminofeidos como la que se indica més adelante.
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El inhibidor de acuerdo con la invencién tiene
un peso molecular relativamente alto. Ko se difunde o,
en todo caso, se difunde s6lo en una proporcidn muy peque
#a, a través de membranas dializadoras usuales en el co-
mercio, tales como cémaras de Visking(R)- 'Naturalmente,
la determinacidn del peso moleculer exacto es diffeil y
se llega a resultedos diferentes con diversos métodos de
determinscidén. Si para la determinacidn dgl peso molecu~
lar se emplea la ultracentrifuga analitica (Biochemisches

Taschenbuch, 28 parte, paginas T46 a 767), se obtienen va

lores de 10.000 sproximadamente. Por el contrario, gi.se

utilizen temices moleculares, tales como Sephadex(R) G-50
superfino, se determing un peso molecular de 5.000 o in-
cluso ain més bajo. Segin esto, baséndose en los resui-
tados de investigaciones abtuslmente disponibles, hay que
adoptar un peso mblecular cbmprendido entre 5.000 y
10.000.

El compuesto de acuerdo con la invencidn es una
sustancia incolora. Sin embargo, gbsorbe luz ultravicle-
ta, con un maximo que se encuentra en 276 nm, gque presen—
‘ta un hombro en 281 nm. E% %m = 16 . La figura 1 repro-
duce un espectro de sbsorcidn.

Segén su estructura quimica, el imhibidor es un

péptido. Por hidrélisis puede ser desdoblado en aminofci

dos. Hasta shora no se ha conseguido detectar, ademéis
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Acido agpértico
Treonina
Sering

Acido glutémico
Prolina

Alaning

Glicina
Cisteina

Valina
Isoleucina
Lsucina
Tirosina
Fenilalanina
Histidina
Lisina

Arginina

Triptéfano

determinar la siguiente composicidn.

5-6
5-6
3-5
5-6
2-3

Bub -

5-6
3-4

- 5=6

1-2
3-4
45
0-2
1=-2
0-1
2-3
1-2
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- de lo0s aminoacidos, ningdn otro componente. Si se defer-

mina la composicidn de aminoicidos con el método detalla-
do por St. Moore y W. H. Stein (Methods in Enzymology, vo
lumen VI, pégina 819 a 831, editado por Colovick y Kaplsn

en Academic Press, Nueva York, Londres, 1963), se puede

E1l valor del triptdfano se estimd a partir de 1la
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1 | absorcién de luz ulitravioleta. Es natural, que los resul
tados del estudio de los eminoécidos no siempre indicen
une sole proporcibn cuantitative expresada con mimeros en
toros, y que teles determinaciones estén unidas general-—
mente con determinados errores. Segin esto, los limites
5 de variacidn reproducidos en la enumeracidén, no son debi-
dos a -una falta de homogeneidad del inhibidor, sino = la
inevitable inexactitud de mediciln del método de andlisis.
Sin embargo, es caracteristico del inhibidor de acuerdo
con la invencidn, el que los aminodcidos: dcido aspérti-
10 | co, écido glutémico, treonina, glicina, alanina y vealina,
representen una elevads proporcidm moleculsr, superidr al
promedio, del péptido y que la metionina parece faltar poy
completo en la sustencia pura. Puesto que la metionina egd
un aminodcido smpliamente difundido, su emplis ausencia
15 | constituye una buena sefiel caracteristica para el inhibi
dor de acuerdo con la invencidn y puede servir para ia de
terminacidn de la pureza del producto, especialmente tam-
bién en procedimientos de emriguecimiento.

~ El inhibidor de acuerdo con la invencién reac-
20 | ciona positivemente frente a reactivos peptidicos, pero
negetivemente frente a fenol-acido sulfirico.

El inhibidor de ol -emilasa de acuerdo con la

invencidn, no contiene ninguna proporcidén de azicares.

Por ello, asi como por su composicién de eminodcidos, su

25
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1L peso moleculsr y su punto isoeléctrico, se diferenmciam de
todos los inhibidores de O\-amilasa conocidos. Los pre
parados puros del inhibidor tienen una actividad de 2 a
3 x 10% UIa/g.

Para una sustancia de natursleza peptidica, el
5 inhibidor de emilasa reivindicado tiene una notgble estg
bilided térmica. Incluso la coceidn en un medio neutro
o débilmente scido (pH eproximademente 4 a 8) durante 1
minuto, carece de influencia digna de mencidn sobre sus
propiedades inhibidoras de la hidrolasa de glucdsidos.
10 El inhibidor es inactivedo proteoliticamente
s6lo con mucha lentitud por pepsina, tripsina o la qui-
miotripsina, en comparecidn con otras pro’qeinaé. Duran-
te el espacio de tiempo de accidn terspéutica no hay que
contar, por ello, con una disminucibn de setividad, d:.g-—
15 na de mencidn, en el tracto digestivo. '
' El inhibidor tiene una a2lta especificidad ‘dé.-'
efecto. ILa (K -amilssa de péncreass es inhibida con ex-
traordineris intensidad, mientras que, por el comtrario,

o -smilasas bacterienas, por ejemplo las de Bacillus

20. | subtilis, no son inhibidaes de manera commensursble. Del
mismo modo, no se ha observaio ninghna accidn contra (5-—
-emilasas. )

Ya pequefias dosis del inhibidor de amilasa de

25 acuerdo con la invencidn, conducen a una jphibiecidn com-

23018
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- pleta de la actividad enzimétice de la emilasa de pén-

creas. Este resultado no puede explicarse con los meca-

nismos de inhibicidn clésicos, en los que la inhibiecidn

de la cabdlisis enzimética depende de la proporcidn cuan

titativa relative de inhibidor y substrato (elmiddn). An

tes bien, hay que suponer una inactivacidn irreversible

de la amilasa de péncreas, por el inhibidor de acuerdo

con la invencidn.

'
(N

Para la preparacidn del inhibidor de amilasa se

hece uso, de acuerdo con la invencidn, de la cepa Strep-

- tomyces tendas 4158. Esta cepa se diferencia de la cepa

original S. tendae (Ettlinger y otros, Arch. Mikrobiol.

31, 351 (1959)) en lo que respecta a la morfologia de eg

poras. Las esporas son esféricas y tienen un diémetro{

de 1 micra. Las propiedades de la cepa son las siguien

tess
Color del micelio de

substfato :

Color del micelio adreo

esporulado

Morfologia de las ca~-
denas de esporas

Morfologia de las espo-

rass

amarillo~pardo; ninguna altera-

cién del color por veriscién del
- e

gris~-pardo (pardo rojizo grisa-

ceo, claro, segin: métodos ILSCC

de designacidn de colores)

Retinaculum apertum (RA)

esporas esféricas con un diéme-
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L L tro medio de 1 micra. Super
ficie entre lisa y ligera-
‘ mente verrugosa.
Formecidn de melanina en Positiva

medio pepténico

Reduceidn del nitrato: Positiva
Espectro de valoracibn Glucosa Lt
del substrato Argbinosa &

Sacarossg +

Xilose <+
Inosita L
Manita dd-

Fructosa +
/ Ramnosa +
Rafinosa -
_ Celulosa - _
La cepa Streptomyces tendae 4158 estd deposita-
da con el mimero de registro 31210 en la American Type -
Culture Gollection (ATCC).
- La fermentacidn puede reslizarse = 25-35¢G,
preferiblemente a 28-309C, bien sea sumergids en medio
de cultivo con agitacidn o gecudidas, o en recipientes
de fermentacidn de diversEBs ‘tamafios, con agi’cac‘ién y aireg
cidn.

Como medio de cultivo se ha acreditado especial
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1 } mente una combinacidén de fuentes de carbonb'y de nitrégg
no. Tel medio de cultivo contiene, por ejemplo, ademéas
de las seles inorgénicas usualmente utilizedas por micro
orgenismos en el medio de cultivo, por 1o menos una fuen -
te de carbono, tal como almiddn, glucosa, szicar de cafia,
5 fructosa, lactosa, glicerina o melaza, asi como por lo me
nos una fuente de nitrdgeno, como harina de soja, ligquido
de maceracién de maiz, extracto de levedura, harina de e
millas de algoddn, harina de cacshuete, peptona, polvo de
leche, nitratos o sales emdnicas.

10 |- Se ha mostraio como composicién éptima (% en pe
g0 en solucidn) 3~5 % de almidén soluble, 0,2 - 0,6 % de
naiz macerado, 0,5 - 1,5 % de glucosa, 0,5 - 1% de

(NE,) B0, 0,3 = 0,6 % do herina de soja, 0,5 - 1,5 % de
peptona de caseina. También en otros medios nutricios

15 con contenido de ‘glmiddn, por ejemplo, uno a base de 2=6
% de harina de cacshuete, 1-3 % de fécula de patata, ° :
3-5% de harina de avena, 3 - 5% de polvo lécteo, 1 - 2¢%
de jérabe lécteo, 1 -~ 2% de lactosa, se obtiene el irii~
bidor de amilasa con buendS‘fendimienxos,rno siendo ten
20 decisiva la eleccidén de la fuente de nitrdgenc y de la
porcidn de tempbn, en tanto se esté en mérgenes fisiold
gicos. ©Sin embargo, si se reduce o se anula por comple-
to el conbtenido de almidbén, se rsduce drésticamente el

rendimiento de inhibidores. Por otro lado, si se sumen-

25
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42 la concentracidn de almidén esencialmente por encima
de T4, el aprovisionamiento de oxigeno de los microorga-
nismos se hace inferior al dphimo, debido a la elevaia
viscogidad. Como resultado de ello, disminuye el rendi-
miento de inhibidor.

En la carga de fermentacidn, la formecidn del
inhibidor empieza, por lo regulsr, entre las 10 y 30
horas de la fermentacidn. En el espacio de las siguien-
tes 20 horas, estd esmpliemente terminada. Tiempos de fer
mentacidn més prolongados no tienen ninguna influencia
perjudicial sobre el rendimiento de inhihidoi}, pero e'stig
tempoco contimia eumentendo de un modo digno de mencidm.
De ello se deduce que las cargas de fermentacidn han dq
mantenerse en actividad durante unas 30 a 70 horas.

Pera el aislemiento del imhibidor, la mesa ce-
luler se separa de la solucilén de fermentecién, por medio
de centrifugaciln, filtrecién o filtracidn con swccidn;
puesto due la mayor parte de la sustancia activa se ;ﬁlj
cuentra, por lo general, en el liquido de cultivo trans-
parente.

En el caso de que, debido a condiciones espe-
cieles de fermentacidn, una parte del inhibidor permanez
ca en el material celulaf, no plantea ninguna clase de di

ficultades el extraer de 81 la sustencia asctiva mediante

métodos adecuados, por ejemplo por extraceidn mediante
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~agitecidn con un disolvente orgénico miscible con egua tal
como metanol, para lo que resulta ventajosa una macersacidn
adicional del material celular. La sustaneia activa di-
suelta en el medio de extraccidn puede ser liberada de los
componentes celulares no disueltos, mediente centrifugecidnm
o filtracidn, y puedé ser transformede subgiguientemente
lo.mismo que el ligquido de cultivo transparente.

El inhibidor puede aislarse del liguido de cul-
tivo, por métodos en si conocidos de la qju’.mica de las pro
teinas y de los péptidos. Asi, son apropisdas precipita-
‘ciones con disolventes orgénicos miscibles con agua, t}al;es
comno acetona, iébpropanol u 0tros alcoholes inferiores ‘0,
tembién, con sales, tales como sulfato amémico. .

Bs posible, ademés, adsorber el inhibidor s’oigi‘é
soportes adecuaios, por ejemplo sobre carbdén activo, sr’:,s;g_
parer éstos, por £iltracién o centrifugacidn, desde la so
lucidén acuosa. Egto puede tener luger en un amplio mabgén
de P, entre 2 y 10, pero preferentemente se utiliza el
mergeﬁ comprendido entre pH 4 y 6+ Igualmente pueden;:e;r;x;-
plearse cambisdores de iones para la separascién del iphi-
bidor de o -amilasa de geuerdo con la invencidn. Puesto
que la sustancia reivindicada posee propiededes tento &ci
das como tembién bésicas, es decir que es anfdtera, pue-
de reasccionar tanto con cambledores de cationes como tam-

bién con cembisdores de aniones y, con ayuda de ésbos, pue




23018

10

15

20

25

tlojn nam. 11

—de ser sepsrada de la solucidn de fermentacidn. En este

caso, pueden emplearse las técnicas que se describen en
principio en el capitulo sobre cambiadores de iones en la
obrg Biochemischen Taschenbuch, de H. M. Ramen editada por
Springer Verlag 1964, parte 22, péginas 808 a 824.

En el tratamiento de cargas de fermentacidn, que
contienen en el 1igquido de cultivo la sustancie de acuerdo
con la invencidn, es conveniente, con frecuencia, concen—
trar a éste. Para ello, puede recurrirse a los conocidos
métodos de destilacidn, ultrefiltracidn, secedo por atomi
zacidn y secado por congelacidn o liofilizscidn, 0 a otros
métodos conocidos. Del concentrado asi obtenido, pue‘de;ats_e_
perarse muevemente el inhibidor, con loa nétod os arripa,
descritos. Desde concentrados como 10s que constituyen®
los filirados de medio de cul-l;ivo concentrados, el ini'iib_j_..
dor puede enriquecerse tambidn, eliminando les impurezas
esencisles. Asi, para la separacién de sustanciss de:bi-

p‘o graso, se han acreditado extrecciones con disolveﬁ-be‘_s,
orgénicos. Mediante didlisis o, eventualmente, mediants.
ultrafiltracidén (C.J.0.R. y P. Morris "Separation methods
in Biochemistry", Ditman Publishing, Londres 1976, péagi~
nes 944-950), la solucidn puede liberarse de sustancias

de bajo peso molecular. Sustancias de alto Peso molecu~
laer, tales como écidos nﬁcleicos, polisecéridos o glgunas

sustancias proteinicas, pueden separarse mediante precipi
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~+tacién fraccionada por salificecidn, o mediante edicidn
de un disolvente miscible con agua, tal como acetona, 0 de
un slcohol inferior. ILa adicidn del agente de precipita-
cidn se dosifica en estos casos de tal modo que precipiten
las sustancias fécilmente precipitables con pesos molecula
res superiores a 100.000, mientras que el inhibidor de
O -smilasa permanece en solucidén. Las etapas de enrique

cimiento descritas pueden combinarse y variarse en cual-
quier orden de sucesidn. De esta manera, se consiguen so
luciones que estén grandemente enrigquecidas con inhibidor.

La purificecibn final puede efectuarse con diver
sos procedimientos oportunos, tales como cromaﬁografiafa
través de gel y cromatografia en interceambiador de iomes,
o con procedimientos afines, cuyo principio de separécfén
no s bhasa exalusivamqpte en intercambio de iones, talés
como, por ejemplo; la separacidn en presencia de hidfoxil—
apetita. Ademés de ello, pueden emplearse precipitaciones
con disolventes o con sales, electroforésis preparatiﬁé”u
otros métodos en si conocidos. Se han acreditado espéeia;
mente separaciones en presencia de cambiadores de iones
portadores de grupos dietilaminoetilo (DEAE), asi como pre
cipiteciones fraccionadas con sulfato amdnico o con etanol
pudiendo obtenerse incluso material cristalino.

Las propiedades del inhibidor de acuerdo con la

invencidn, son interesantes desde el punto de vista de su
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l.-Lemplpo como agente terapdutico contra la disbetes y la
predisbetes, asl como contra la obesidad y como refuerzo
de lg dista.

Productos alimenticios feculentos conducen en
animsles y en hombres a un sumento del ezivcer en la san-
5 | gre y, por ello, también, a una secrecidén acrecentada de
insulina del pancreas. La hiperglicemia tiene lugar me-
diante el desdoblamiento del almidén para formar glucosa,
en el tracto digestivo, bajo accidn de =milasa y maltasa.

En el caso de diabéticos, esta hiperglicemia es
10 | especialmente pronunciada y duradera. ’

En el caso de obesos, la secrecidn acrecentaéé
de insulina influye sobre la lipogénesis y redﬁce la 1i3é
lisis., |

La hiperglicemia alimentaria, asi como la hiﬁé;
15 | insulinemia despuds de ingestidén de féculas y almidones,
puede reducirse mediante el inhibidor de amilasa reivindi
éaﬂo. Egste efecto depende de le dosis. El inhibidof'dé
amilase de acuerdo con la invencidn, puede ser empleado..
por eilo, como agente terspéutico, en el caso de disbetes,
20 | predisgbetes y obesidad, asi como para el refuerzo de la
dieta. A este fin, se recomienda una administracién, espe
ciglmente en las comidas:’ Ia dosificacidn, que debe regir
se pof el peso del pacieﬁte asi como por las necesidades

individusles, asciende aproximadamente a valores entre

25
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—10.000 y 300.000 UILA, pero puede ser también superior o
inferior en casos aislados justificados.

El inhibidor de amilasa de acuerdo con la inven
cidén es adecuado especiglmente pars su sdministrascidn por
via oral. Puede ser empleado como sustancia pura, pero tem
bién en forms de un preparado fermacéutico, utilizando los
excipientes y sustancias euxiliares usugles.

También puede ser ventajoso un empleo combinado
con otros medicamentos, tales como sustancias gue disminy
yen el ezicar en la sangre o que disminuyen los lipidos,
“Puesto que los péptidos de alto peso molecular, como ta~
les, no son resorbidos o no 1lo son de un modo digno de_ men
cidn, desde el tracto digestivo, no es de esperar de la,
sustencie de acuerdo con la invencidn ningin efecto seéii;z_l_
dario toxicologicemente grave. Debido a la composicidn de
eminoéeidos no extreordinaria, hay que considerar también
fisioldgicemente inocuos a 1los eventugles productos déi deg
doblamiento proteolitico. Correspondientemente, en el caso
-de adrminis“cracién por via oral, incluso en dosis elevadéé,
del inl;xibidor de smilase a los animales de ensayo, no pu-
do gpreciarse ningin sintoma llemativo. Asimismo, en el ca
50 de edministracién intravenosa a ratones (1 g/kg), el in
hibidor de mcuerdo con la invencidn fue tolerado sin nin-
gin efecto tbéxico aprecisble en un tiempo de observacidn

de 24 horas.




23018

10

15

20

25

- ©  Para el ensgyo del efecto farmacoldgico del inhi

3 horeas.

Hoja nam. 15

bidor de amilsasa, ratas Wistar, machos, en ayunas, con un
peso corporal entre 200 y 250 gramos, recibieron por admi-
nistracidn orsl, la sustancis inhibidora de la inveneidn,
simulténeamenté' con 2 g de almiddén por kilogremo de peso
corporal, después de que inmedistemente antes se hsbia
efectuado una tome de sangre para la determinacidn del ve
lor de partida de azlcer en saﬁgre. Se efectuaron otras
tomas de semgre el cgbo de 15 y 30 minutos, asi como al cg
bo de 1, 2, 3 y 5 horas, desde la vena caudal. Las deter-
minaciones de azicar en la ;sangre se Tealizaron seglin el
método de Hoffmen en un autoanalizador (J. Biol. Chemli ‘(
120, 51 (1937). - .
Los ratones KZO presentan una tolerancia peri:'u_r_
bada a la glucosa. Son por el]_.o egpecizglmente adecuadoé ‘pg_
ra investigaciones en las qj;.e se influye sobre el nivel de
glucosa en la sangre. La disposicidn de ensayo corrés:ba:ia_
de a la adopbada en el caso de las rabas. La toma de seni-
gre se efectia desie el plexo venoso orbital. Le variacidn

de los valores de szucar sn la sengre se observd durante

La comprobecién de la sustancia sctive se efec—
tud de menera andloga con ratones MIRI. ILas tomas de san
gre se efectian igualmente desde el plexo venoso orbital y

la variacidén de los valores de azicer en la sangre se ohsel
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—ve dursnte 3 horas. ‘

En estas disposiciones de ensayo, los enimales
tratados con el inhibidor de scuerdo con la invencidn, mog
treban, en comparscidn con snimales no tratados, un aumen—

0 del azicar en sangre retardado y menor.

" Ensayo de amilasa
Una unidad inhibidora de emilasa (UIA) se define

como la céntidad de inhibidor dque en las condiciones de en
seyo, es capaz de inhibir hasta 50%, dos unidedes de amils
‘sa (UA). Una unidad de amilasa es, por acuerdo internacio-
nal, la centidad de enzima que en un minuto desdobla 1 mi-
croequivalente de enlaces glucosidicos en el 2lmidén. Los
microequivalentes de enlaces glucosidicos desdoblados se
determinan fotométricamente, como microsquivalentes de azxi
car reductor, con éeido dinitrosalicilico. ILos datos se :
den como micromoles de-haltOSa, los cuales se ealculan'c"bn
ayuda de una recta de contraste de maltosa. -
Los ensayos se realizaron de la siguiente m:e:nera:
Se incuban de mamera Previa conjuntamente D( -ami
lasa de péncreas de cerdo y la solucidn a ensayar, en 1,0
ml de tempdén de fosfato 20 mM, PH 6,9 + 10 mM NaCl, duran
te 10 a 20 minutos, & 37¢C. La reaccidn enzimatica se ini
cia mediente adicién de 1,0 ml de almidén soluble, segin

Zulkowski (0,25 % en el tempbn indicado). Al cgbo de 10
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—minutos exactamenpe, se interrumpe la reaccidn con 2,0 ml
de reactivo coloreador de #cido dinitrosalicilico (segin
Boehringer Mannheim : Biochemica-Informetion II) y se cz
lienta durante 5 minutos en bafio de agua en ebullicidn
(bafio Maria) para revelar el color. Despuds de enfriar,

se mids la extincidn a 546 mm, en comparacidn con el valor
testigo de los reactivos; La iphibicidn de 50%, en compa~
racidn con la resccidn enzimética no inhibida, mediante em
pleo de diversas cantidedes de inhibidor, se determina gra

ficemente mediente representacidn probabilistica.

Ejemplo 1 -
La cepa Streptomyces tendes 4156 se inoculg en
tubitos inclinedos, con un substrato nutritivo de la si-
guiente composicidns . . }
50 g de copos de avena
adicién X.000 ml 5,0 pH, 7,2 _
El tubito inoculado se incuba a 30¢C durente 7
dias y despuds, se mantiene a +42C. Las esporas se reti-
ren del tubito inclinado, arrastrandolas con 10 ml de agua
destilada esterilizada o de solucidn fisioldgica de cloru-
ro sbddico. 1,0 ml de la suspensidn sirve para inocular un
matraz Erlemmeyer de 300 °ml, el cuzl ests provisto de 35
ml de solucidn nutricia ésterilizada, con un valor de pH

de 7,7 y la siguiente composicidn:
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1 % de harina de soja

0,25% de NaCl PH 7,7

El matraz se somete a una sgitacién por sacudi-
das, a 220 revoluciones por minuto, durante 48 horas, a
£309C, sobre una miguina de sgitacidn por sacudidas, con
une amplitud de 4 cm. Después de ello, porciones de 5 ml
de este cultivo previo se #rasledan a varios matraces
Brlenmeyer, los cuales estén provistos con 35 ml de solu-
cidn nutricia esterilizeda, que tiene un valor de pH de
8,3. ILa composicidn de este eultivo principal es la si-
guliente:

4 % de almiddn

0,4 % de liguido de maceracidn de maiz

1,0 % de glucosa

0,8 % de (nE,) 2O,

0,4 % de harina de s0ja e

1,0 % de peptona pHA 8,3 "‘._

Los cultivos principales se someten igualmehﬁe'a
une agitseidn por secudidas, a 4309C, con 220 revoluciones
por minuto, en una méguins de agitacidn por sacudidas, con
une amplitud de 4 cm, durante 2 a 3 dfas. Al cabo del pri
mero,,del segundo y del tercer dias de cultivo, se determi-
ng el contenido de inhibidor de o -amilasa, segin la pres-

cripeidn de ensayo.
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La cepa Streptomyces tendae 4158 proporciona, en
les condiciones de cultivo y de ensayo descritas, en pro-

medio 100 UIA/ml, con un pH final de 5,2.

Ejemplo 2.
La carga es como en el Ejemplo 1, Pero como cul-

tivo principal se elige un recipiente de fermentacién de
300 litros de volumen total, que esta provisto con 200 1i
tros de una solucidn nutricia esterilizade de la siguiente
composicidn: '

4 % de almidén

0,4 % de 1liquido de maceracidn de maiz

1,0 4 de glucosa

0,8 % de (NH,), HFO,

1,0 % de peptona de caseina

0,1 % de Desmophen rH 8,3-8,5

El tiempo de esterilizacidn para la carga.asolen
de a 45 minutos, a 1212C y 1 bar, esterilizéndose la gluco
sa por separalo y, despuds de enfrier el fermentador a la
temperéﬁura de funcionsmiento, efiadiéndola en condiciones
estériles.

El pH debe ser de 6,8 despuds de la esteriliza-
cibn y, segin sea necesario, se ajusta a este valor con
écido esterilizado (H3P04 2 n) o lejia (NaOH 2 n). La eta-

pa principal se inocula con 20 litros, correspondientes a
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1l y preparado en un fermentador pequefio de 30 litros de vo
lumen total.

Se fermenta durante 50 a 70 horas, a 302C. La
gireacidn es de 6 m3/hora, con una agitecidn a 250 revolu
ciones por minuto y una sobrepresidn de 0,3 bares.

Mediante la toma de muestras se vigila y obser-
va ol curso de la fermentgcidn, desde el punto de vista de
la activided de inhibidor, de la degradecitn de substrato,

del desarrollo de biomasa y del comportemiento fisico-téc-

cogidad, densided, presidn osmbtica). ‘

La actividad inhibidore maxima se alcanza al:ci:_a-
bo de les 60 horas de cultivo con un promedio de 105 ﬁlA/
ml. Después de ello, el contenido del fermentedor se lle—

ve gl tretemiento.-

E;Iemglo 30 ‘:g

La carga como en-el Ejemplo 1 y en el Ej empié. .2,

pero como etapa principal se emplea un biorreactor de 4.00I
litros de volumen total, que esté& provisto con 2.500 litro
de la siguiente solucidn nutricia:
6 % de almiddn
1,0 % de glucosa

0,4 % de liquido de maceracidn de maiz
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0,8 % de (NH4)2HPO4
1,0 & de peptonsa de soja
0,1 % de Desmophen pHA T40=T,3

El tiempo de esterilizacidn para esta carga as—
cicnde a 60 minutos, a 121¢C y 1 bar, filtréndose la glu-
cosa por separado en condiciones estériles y, después de
enfriamiento del fermentador a la temperatura de funciona
miento, bombedndola & éste en condiciones estériles.

E] valor de pH se gjusta —cuando sea necesario-
con Acido esgtéril (H3P04) o con lejia (NeOH) hasta un ve-
lor inicial de 7,0 = T,3. " o

5S¢ inocula con 200 litros de un cultj.vo previo
descrito y preparsdo en el Ejemplo 2. ‘ '

El tiempo de fermentacidn asciende a T0 horas,
fermenténdose a una temperatura de 302C, con una aireacidn
de 60 metros cubicos en condiciones normales/hora, una's_.o-
bfcepresién de 0,5 bares, y a 180 revoluciones.por mir;u-b-a:.

Mediante tomg de muestras — como se ha, descrl-bo
en el Ejemplo 2- ge vigilan todos los datos :.mportani;e.;
de proceso, de organismos y de asetividad, a lo largo de la
totalidad del tiempo de fermentacidm.

Al cgbo de T0 horas de fermentacién se alcanza
une concentracién de sctivided media de 95 UIA/ml. La fer

mentecién se interrumpe seguidamente, y la solucidén de cul

tivo se lleva al tratamiexfbo.
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BEjemplo 4.

10 litros de un liguido de cultivo filtrado, cor
une actividad de 100 UIA/ml, se seca en un secador por atd
mizaciéh y se obtienen como resultado 400 g de un polvo
de color pardo claro. Después, se somete éste a desengra
sedo con una mezcla de 1 litro de metanol y 1 litro de
cloroformo, se agita a fondo y, seguidasmente, se filtra
con succidén. E1 producto po disuelto, todavia humedecido
con disolvente, en el que esté contenida la sustancia ac

tiva, se disuelve en 3 litros de agua, se ajusta a pH 6,5

" ¥ se mezcla con 4,5 1litros de metenol. De este modo, se

formg un precipitado floculento, claro, el cusl se elimi-
na por centrifugacidén y se desecha, puesto que solamgmte
contiene cantidedes desprecisbles de la sustancia inhibg; ~
dora de ol ~amilasa. La porcién sobrensdante, oscura, de
la precipitacidn ‘con fnetanol, que contiene el inhibidor
deseado, se libera seguidamente del metanol en vacio, ¥
la solucién concentraia shora hasta 2,5 litros, se diali
28 fi‘en‘te a agua destilada, hasta quedar exenta de salé\s;.
La por:cién retenida contiene 9 g de sustancia seca (acti-
vided especifica 96 UIA/mg). ILa porcidn retenida se lle-
va seguidamente a une saturacibn de 50%, a pH 5,5, con
sulfato amt')nico, Para 10 yue son necesarios 79 g de la
sel por 250 ml. En la precipitacidn salina se forma un

precipitado que contiene aproximadamente 90% de sustancis
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1| setive. Despuds de centrifugar, se desecha la porcibn so
brenadante. El precipitado se. disuelve nuevamente en agud
destileda y se mezcla nuevamente, a PH 8, con sulfato amd
nico, pero esta voz ge sature primeremente sdlo hasta 15%
¥, despuds de separar el precipitado, se sigue saturando
5| hasta 35%. EL precipitado obtenido de la precipitacidn
seling entre 15 y 35%, contenia la cantided principal del
inhibidor de amilasa. Se repite esta precipitacién fragc
cionada. El producto formado asciende a 360 mg, después
de didlisis y secado, con una actividad especifica de

10| 992 UIA/mg. 350 mg de esta sustancia bruts se someten se
guidemente a separacidn y enriquecimiento; en una coiumia
de vidrio de 100 cm de longitud y 1,2 litros dé capaqidéd,
llena con Sephadex(R) G-50 de gramo fino. C(Como agen'bé de
hinchemiento y de elucidn sirve una solucién scuosa de-

15| +tampén de fosfato 5 milimolar de pH 8, a la que se ha efig
dido 0,02 % de azide sbédica. Ie sustancia bruta se dié&é;
vé en 15 ml del mismo tempbn y se carga sobre la colunma;;,
La elucidn se efectia durante 2 dias, retirindose :Eraz;ug_

nes de 15 ml de contenido. ILas cuatro fracciones més ag-—

20| +4ives se reunen, se dializan hasta quedsr libres de sales,
¥y se secan por congelacidn. Proporcionan 60 mg de un pol-
vo blanco con une actividad de 2.520 UIA de inhibidor de
£ -smilasa/mg.

25
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Ejemplo 5.

2.200 1litros de liguido de cultivo se enfrian a
62¢ y, degpués de afiadir 2% de tierra de infusorios, se
filtran a través de un filtro-prense de cfmaras. La torta
de filtracidn (alrededor de 450 kilogramos, himeda) se
desecha, el filtrado transparente (1750 litros, con una
actividad de 95 UIA/ml) se concentra, después de afiadirle
500 g de azida sbédica, en.un evaporador de corriente deg
cendente, hasta 120 litros. El concentrado obtenido se

enfria a 1¢C y se mezcla lentemente con agitecidn, con

© 120 ml de acetona previzmente enfriade. Para una preci-

pitacidn completa, se contimia agitando seguidamente du-
rante 1/4 horas y, después de la adicién de 1 kg de t_ié-
rra de infusorios, se clarifica en una prensa de tornillo
gin fin. Ia materia sélida con el agente auxiliar de fi;
tracién se desecha. EL filtrado acetbénico, que contiene
la sustancie ectiva, se mezcla con 380 litros de acetuna,
agitendo y enfriando, con 1o que se forma una suspension
en ascetona sproximadamente a2l 80%. Il precipitado (2)‘;
forma&p contiene el inhibidor de smilasa desesdo.

Este se obtiene, dejando en reposo el liquido
de precipitecidn, sin sgitar. De este modo, el precipita
do se deposita y la porcidn sobrenadante puede ser recogi
da. por sifonamiento. De la porcién sobrenadante de esta

segunda precipitecidn con acetona, pueden separarse por
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materia sélide se disuelve a PH 7 y se afiade s la solucidnm
del precipitado (véase més abasjo). EI1 precipitado princi-
pal que permanece en el recipiente de precipitacidn, se ai
suelve en 120 litros de agua a pH 7, y la solucién resul-
tante se clarifica con una centrifuga de paso o continua
(cepa.(R), 1700 revoluciones por minuto). De este modo se
separan 90 g de particulas en suspensidén inactivas. La fa
se acuosg transparente se concentra shors hasta 15 litros
y se dializa con una instalacidn de ultrafiltracién DDS
(Membrana ne 800). Para completar la desalinizecién, la
porcidn retenida se diluye con agua destilada y =0 coﬁg&e;.l_
tra de nuevo. Despuds de repetir esta operacién de 2 a 3
veces, la porcidn retenida, en la que esté contenido é:[_'
inhibidor de emilasa, esté précticamente libre de sales.
A pertir de 50 litros de solucidn de la porcidn retenida
se precipita seguldamente la sustancia inhibidora, a pH
5;5, mediante sdicién de 19,5 kg de sulfsto sménico, se
somete @ separacién por cemtrifugecidén y se desecha la...
porcidn sobrenadsnte. E1 precipitado se disuelve nueva-
mente en 40 litros de sgua y, esta vez se precipita & pH
7,5 con 12,5 kg de sulfato amdnico. Despuds de sepsrar
le fese transparente en una centrifuga tubular, el preci-
pitado se somete a precipi‘sacién fraccionads como en el

Ejemplo 4 : Desde 40 litros de la sustancia nuevemente ai
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. suelta se precipite, a pH 5,5, mediente adicién de 3,2 kg

"na de vidrio de 5 cm de didmetro y 50 cm de altura (apro-
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de sulfato emdnico, primeramente un precipitado inaetivo,
el cual se separa y se desecha. Después, medisante concen
tracibn edicionsl de la fase liquida, se sepera del ligui
do, con 7,4 kg de sulfato ambnico, la parte principal de

la setivided. Este precipitedo se recoge, se dializa fren
te a agua destilada y se seca por congelacidén. Se obtie-

nen como resultado 114 g de un polvo pardo con una sctivi-
ded de 1.100 UIA/mg.

Pera la separacibn ulterior, se cergs una colum
ximademente 1 litro de capacidad) con DEAE-Sephadex A-%S-(R
que previemente ha sido equilibrada con tempdén fosfdrico
1/30 molar, a pH 7,5 y con 0,02 % de azide sbddica. Ahdra, ’
gse disuelven 10 g de sustancia en 100 ml del mismo ta:ﬁpén
y se cargan sobre la c;olumna. Primeramente, se lava la
columna con 1 litro del mismo tampdn, después se efiade
greduglmente sal comin a este agente de elucidn, de tal -
forma que se garantice un ‘gradiente continuwo. Si elyi‘iﬁi
do saliente de la columna se recoge fraccionadamente, el
inhibidor de amilasa se encuentra en las fracciones, en
las que la concentracién de eloruro sddico es sproximada-
mente 0,5 molar.

Estas fracciones se revnen y se dializen frente

a agua destilada. Bl secado por congelacidn proporciona
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1 --.’ 5,6 g de sustancia de color pardo claro, con una activi-
dad de 2.200 UIA/mg.

A esto le sucede adicionalmente una purificacion
cromatogréfica a través de gel - eomo ge ha descrito en
gl Ejemplo 4 -. De los 5,6 g de material se obtienen co-

5 mo resultado 4,1 g de un polvo incoloro, cuya actividad

| asciende a 2.800 UIA/mg. EL andlisis de sminodcidos del

producto da como resultado, después de una hidrélisis du

rente 20 horas eon #cido clorhidrico, con syude de un ang
lizador multicromztico de Beckmen, la siguiente composi-~

- 10 cidn:

Acido aspirtico - 7,72 %
Treonina ‘ 7,66 %
Serine , 5,35 %
Acido glutémico . 10,05 %
) 15 Prolina 3,43 %
Glicing - ) 4,93 %
Alsnina 5,84 %
1/2 cisteina 4,26 % i
Valina T,72 %
20 lMetionina 0,41 %
Isoleucina 2,30 %
Leucina ? 5,18 %
Tirosina | 10,24 %
25 Fenilalanina 3,35 %

23018
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Lisina
Arginina
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3,01 %
1,45 %
5,16 %
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se pre-
sentan para que sezn objeto de esta solicitud de Patente
de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los que se
recogen en las reivindicaciones sigﬁientes:

12,~ Procedimiento para la preparacién de un in-
hibidor peptfdico de hidrolasa de glicésidos con wn peso
molecular de 5.000 a 10.000, con un méximo de absorcién en
luz wltravioleta a 276 nm, con un punto isoeléetrico de 4,4

¥y con la siguiente composicién de aminoihcidos:

Acido aspértico 5 -6 Isoleucina 1-2
Treonina 5-6  Teucina 3-4
Serina 3=-5 Pirosina 4 -5
Acido glutémico 5«6 Fenilalenina 0 - 2
Proling 2 -3 Histidinag l-2
Glicina 5~ 6 ° Lisina 0-1
Alenina 5 =6 Arginina 2-3
Cisteina 3 -4 Tript6fano 1-2
Valina 5 ~ 6,

caracterizado porgue se cultiva Streptomyces tendea 4158:' ‘
(ACC Ne 31210) y se obtiene el inhibidor a parbir del cul-
tivo. o
28,~ Procedimiento segin la reivindicacién 12,
caracterizado porque se cultiva Streptomyces tendea 4158

en un medio de cultivo que contiene por lo menos una fuen-

te de carbono, por lo menos una fuente de nitrégeno, y sa-
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les orgénicas.

38,- Procedimiento segin la reivindicacidén 28,
caracterizado porque el medio nutricio contiene 3 a 5 %
de almidén soluble; 0,2 a 0,6 % de liguido de maceracién
de maiz; 0,5 a 1,5 % de glucosa; 0,5 a 1% de Na HPO,; 0,3
a 0,6 %4 de harina de soja, ¥ 0,5 a 1,5% de peptona de ca~-
seing.

42,~ Procedimiento seglii la reivindicacién 28,
caracterizado porque el me&io nutricio contiene 2 a 6% de

harina de cacahuete; 1 a 3 % de fécula de patata; 3 a5 %

~de harina de avena; 3 a 5 % de polvo lécteo; 1 a 2 % de

jarabe lécteo, y 1 a 2 % de lactosa.

58,~ "PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN IN~
HIBIDOR PEPTIDICO DE HIDROLASA DE GLICOSIDOS™,

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cede, representado en los dibujos que se acompafian y con
los fines que se han especificado.

Esta Memoi'ia consta de TREINTA hojas escritas a
miquina por una sola cara. '

Madrid, 06.A5R 1978
P.A.
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