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MIMORIA DESCRIPTIVA

El presente invento se refiere a un procedi-
miento para la preparacién de glucdsido hesperetin-di-
hidrocalcona. | ’

Sabido es que la herperidina glicbsida ingabora,
que se epcuentra principalmente en la piel de frutos
cftrico:a, puede convertirse en el glucdsido hesperebin-
-dihidrocalcona muy dulce (y por consigulente utilizable

como edulcorante) de la férmula
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mediante tratamiento con dlcali, hidrogenacién e hidrélisis
enzimdtica (véase, por ejemplo, la descripeién de la paten~-
te estadounidense N8 3.583.894); Procediendo de este modo

la hesperidin-dihidrocaleons de la f£érmula
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se somete & la accibn del sistema enzimdtico de la

naringinasa; cuya actividad de la beta~glucosidasa

se ha destruido extensivemente de modo que éste Unicaw
204 mente disocia; predominantemente, la rannosa. Ia& inac-

tivacién de la beta~glucosidasa del sigtema engimdtico

se lleva 2 cabo calentando une suspensidn acuose de

naringinesa & una temperatu?a dg uos 602-658C durante

30-120 minutos a un pH de 6,4-6,8. &in émbafgo, este
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procedimiento estd asociado con wna pérdida parcial de

la activided de la remnogidasa, ocuya magnitud avsoluta

no es reprodacible;

Ahora se ha descubierto sorprendentemente,

segin el presente invento, que asocizndo una enzima

glicolitica o sistema enzimdtico con actividad de la

ramosidaga, tal como menifiesta, por ejemplo, la narinw

ginasa y la hesperidinasa, a un vehiculo, especialmente

a un vehioculo sblido activado, se blogues, de forma

selectiva, la actividad de la beta—glucoaidasa;

EL presente invento ge basa en el descubri-

niento antes referido y, consecuentemente, se refiere

& un procedimiento para la obtencién de glugésido

hesperetin~dihidrocaloona a partir de hesperedin~dihidrow

calcona mediante enzimas glicoliticas o sistemas enzimde-

ticos con actividad de la remnosidasa, tal como exhibe

1a hesperidinasz y la naringinasa, llevéndose a cabo

dicho procedimiento con el empleo de una enzime 0 sistems

enzimdtico asociado a un vehiculo que fenga inhibida

la actividad de la beta-glucosidasa:

El invento ge refiere, asimisme, a un derivado

engimético glicolfrico o gsistems enzimdtico que posee

la actividad de la ramnosidaga y que tiene inhibida

la actividad de la heta-glucogidaga, el cual ha perdido

extensivamente la actividad de la beta—glucosidasa,

©8D g

cialmente con respecto a la hesperidin-~dihidrocalcons

como el substrato, con la asociacién de la enzima o

.

sisteme enzimdtico a un naterial de vehiculo gblido,

asi como a su preparacién.
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Una engima o0 sistena enzimdtico preferido del
presente invento es la hesperidinasa; un producto que S0
encuentra en el eomercio. ‘

Los materiales de vehiculo sblido apropiados,
que se ubilizan para la Obtencién de preparados enzimdtim
cog de conformidad con el’presente invento, especial=-
mente hesperidinasa que tiene inhibide la actividad de
la beta-glucosidaga, son polimercs que pOseen una base
orgénica o inorgénica. Ejemplos de materiales que tienen
una base inorginica son los silicatos naturales.y sintéé '
ticos ¥ las'sustane;as queICOntienen sili?atos tales‘como,
por ejemplo, vidrio, srena, gel de silice, kieselgur,
bentonita y wollastonita, asi como 6xidos metdlicos
cono 6xido de aluminio e hidroxilapatit?; Los polimerocs '
apropiados que tienen una base orgfnica son, por ejemplo,
la celulosa y las poliamidas.

En unalrealizacién especialmente preferida del
presante inyento, puede utilizarse, en Falidad de material
de vehiculo, vidrio porosc; por ejemplo, en la forma que
se encuentra en el comercio, de precferenciz con wn '
$amafio de parti?uha corprendido entre 80 y 400 mallas,
aproximedemente, y un didmetro medio del poro comprendido
entre 75 y 2000 K, aproximadamonfe; Sin embarge, el
material de vehiculo puede presentar tonbidn otra forma
y/0 tamafic en ceso que las exigenoiasflo requierans

El material de venfeulo s61ido se Tecubre, con~
venientemente, con una capa do unc diemina arondtica.

Esto puede llevarse a cabo, convenientenante, mediante
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tratamiento con wna solucidn de la amina y, si se desea;
eon Iigerolcalentamientpl Las diaminas aronaticas apro-
piadag son; por ejemplog la l,3~fenilendiamina; el 4;4'-
~diamino-difenilo, el 444'-diamino-estilbeno y el 4,4'-
~diamino~-difenilemetano, as{ como los compuestos correge
pondientenente sustifuidos; siendo la diamine especial-
nente preferida el 4,4'~dizmino-difenil-metano. ;Luego
se dlazoa el producto asi obtenido en forma de por ef
conoclda; por ejemplo, nediante reaccidn com uh nitrito
y un 4cido (por ejemplo, dcido clorhidrico o 4eido acetmoo),
de convenliencia a una temperaturs comprendida entre

08C y la temperatura del ambicntos De'oonfOrmidad con
ei procedimiento anteriormente degcrito, se proporciona
a las pertfoulas del vehfculo una cubricibn de fuerte
adherencia que es activada por la vinculacibn de la
proteina:

Parz vincular ls enzima al vehiculo sélido achi~
vado se trata el vehiculo con una solucibn de la anzima;
manteniéndoge, de conveniencia, una relaciln entre
proteina y vehiculo de 1-50 mg/ge Bn calidad de disol-
vonte para la enzima puede utiiizarse cualquier disolvante‘
de 10s utilizados nornglmento en la quinica de las enzinas,
poro, de preferencia, se utilizan las soluciones tampén

(por ejemplo tompones de fosfonato o de citrato). Ia

- reaccibn de lae enzima con el vehfoulo diazomado'se ileva

a cabo, de preferencia, en une solueién tampén que tengm
un pH comprendido entre 4,5 y 8,0 al tienpo que se agita
durante un tiempo comprendido entre 30 minutos y 24

horas, eproximadenente, de prefercheia durente 1~2 horas,
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¥ 2 una temperatura COmp?endida antre oeC ¥y 302C, Cuando
so utiliza hesperidinasa! se p;efiere de forna especial
un tempén con un pH de 6,0 a ;,5 v lo temperaturs reao-
cional preferdda es de unosj490;

Lo enzima as{ obtenida quo se asocia & un
vehiculo activedo sélido y.cuye actividad de la betasglu~
cosidasa estd inhibvida de forme selectiva, es apropiada
paré la degradacidn de la hesperidin-dihidrocalcona a
glucbgido hesperetin~-dihidrocaloona. Adends, le
enzime insolubilizada asi obtenida posee propiedades
ventajozasy puede separasrse facilmente del sustrat9
(por ejemplo nediante filtracién o centrifugacibn), puede
utbilizarse varias veces y es especlalmente apropiada
para ser utilizada eh un procedimiente contfnuo, Por
d1tino, la preparacifn enzimdtica que se Obtiene segin

el presente invento tiene wna gren estabilidad. En el

caso de le hesperidinasa asociada a vidrio poroso, se

obgerva una actividad y estabilidad espoecialmente buena

en un procedimientoicontinuo de columnas, tal como se
conoce, pOr ejemplo, en cromatografis.

Iz reaccifn de la hesperidin-dihidroeloona
con la enzima asociada & un vehiculo puede lleverge a cobo
en forma de por si conocida; o sea en una planta estdtica
(por ejemplo en reactores agitados) y, tal como se he
indicado anteriOrmentg, de preforencia, en wa planta
continue (por ejeﬁplo, en colurmas de reaccién); Proce-
diendo de este modo ge utiliza; de preferencia, wma
concegtracién del substrato inicial del 5%; aproximada~’
nente, si bien pusden utilizarse también; evidentonente,

soluciones que contengan mayores O nenores soncentra—
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ciones, Ia elaboracién del producto reaccional carece

de problema§ ¥ puede llevarse a ca?o de forma conocida.
Por ejemplo, puede llevarge & cabo, simplemente, conw
centrando la mezcla reaccional pasta sequedad sin ulterior
purificacién ya que la aglicona, que pgede estar presente
en ligeras cantidades como subproducto, tambidn es dulce
¥ figioldgicemente inofensives

"Los ejemplos que siguen ilustran el presente
invento.
EJEMPIO 1
Preparacifn del vehfculo activado

Se adicioné 1 g de vidrio poroso (100-200 mallas,
: o}
didmetro dol poro:s 2000 A) a una solucién de 200 mg de

4,4'-digmino—difenil-netano en 10 cc de bencenod ge6co.

Se calenté la mezcla durante 5 minutos en un bafio de agua

(802C) oon sacudides ocasionales, se evapord luegd bajo
vacfo hasta que se separd todo el benceno. $e adician§

el residuo 2 20 ¢ de agua enfrinda por hielo, se tratd,

al tierpo que se agitaba; con 300 mg de nitrito gddico

¥y luego con dcido clorhidrico dilufdo (20 vol-) a wn

pH de 1-2. Iuego se agitd lo mezcla resultente durante
10 minutos a oao; se ajusté el pH o 5 con la adicibn de
nidréxido s6dico 1N y se separd por decantacién el gobre-
nadente, Se‘lavé el regiduo vorias veces con agua enfria-
da con hielo, que ge habia llevado = pH 4-5 mediante la
adicifn de Acido clorhidrico; hasta que el sobrenadante
resultd incoloro, Ies pertfculas asi obtenidas se utili-

zeron inmediatemente pora lo asoclacifn con la enzima.
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EIBPIO 2

Asociacién de 1a enzima

So adiciond 1 g del material del vehiculo pre-
parado gogin el procedimiento descrito en el sjemplo 1
a 25 cc de una splucién enfriada con hielo de 2 ng de
hgsperidinasg (5?2 unidades/mg) en tompén de fosfato
0,05-M (pH 6,5-~7,8) ¥ se sacudib suavemente a 420
durante 1 h9ra; Iuego se filtrd 1a mezcla; se levaron
las particulas tres‘veces; cada vez con 50 co de solucidn
de cloruro pptésico 1M y una vez con 50 cc de tampén

de citrato 0,05-M (pH}G,s), se‘suspendié en 50 ce de
tampbn de citrato 0,0B—M (pH 6,5) ¥ luezo se almaceno

a 480, . ‘ '

EIEMPIO 3

Conversién de heperidin-dihidrocacona en glucdgido

hespg;eﬁin-gghidrOCalcona

Se sac?dieron, durante 2 horas; e 4580 2 g'de
hesperidinasa (,3 unidedes asociada o vidrio poroso,
properado segin el procedimiento descrito en el ejerplo 2;
con wna solucibn de 500 mg de hesp eridin-dihidrocaleons
en 20 oc de tampdn de citrato O;O;M (pH 4,5)e E1 ané}isis
cromdtogréfico de le solucidn resultohte demostrd que,
después de transcurrido este perfodo de tiemp?; la
hesperidin-dihidrocaloona se hobia convertido, cuanti ta-
tivenente, en glucbsido hesperetin-dihidrocaleona,
pudiendo detectarsc vestigios de la aglicona respectiva.
Se separd por filtracibn la enzima egociada al vghieulo;

se lavé con tempén de citrato 0,05-M (pH 6,5) a 450G y
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se utilizé inmediatamente o se almacend a 480 pars el
futuro cmpleo. Se oombind el filtrado con las soluciomes
lavadag y se cbncen'tré hasta sequedad bajo presiln reduci-
dae Se oxtrajo el residuo tres veces con 50 ce de_ Q.ioxano:
Despuds de la separcciln del disolvente el extracto dif
240 ng (rendiniento del ;70%) del gluobsido hesperetin-
-dihidroalcona nuy du.lce;

Se obtuvo un rendiniento de glucdsido sinilare
nente bueno mediante wna extraceiln triple directa de
la soliteiln reaccional con acetato de etilo gin concen—
tracibn previa. '

Se obtuvo una separacidn crigbalina del gluedsido
enfriando la solucién reaccional con hielo, Bs ovi-
dente que esgta elaboracilm no es cusntitativa, pero
resulta bien apropiada para grendes partidas en donde
log méto@os de extraccién gon menos convenientes.

BIEMPLO 4.
Conversibn de hesperidin-dinidrocaleons en gg.ucéeido

hesp ere‘bin--dih:.dro cal con'm

Se trateron, en vne colurma de vidrio (1,0 x 10

cm), 3 g de bosperidinasa (8,1 unidades) asociados &
V‘J.drlO P Or0s0, preparadf) segin el procediniento

descrito en el ojerplo 2, con una solu.citﬁ':t de 50 mg ,

de hesporidin-dihidrocalcona en citrato 0,05-M (pH 4,.5)

a 4500, nonteniéndose una velocidad de flujo de 1 cc/hora.
El andlisls cronatogréfico continuo puso de manifiesto
la de'gcedacién cuentitative de la hesperidin-dihidro- '

cale.na en glucbsido hesperetin-dihidrocaloons y romnd s,

agi como wn vestigio de aglicona.
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Gonver: ‘n de hosperidin-dihidrocaleons en glucsido

EJ PO 5

hesperetin-dihidrocaliona

Se hidrolizaron, cuentitativenente, 118 g
de hesperidin-dihidroealcona en una columma de reacciln
que contenia 5 g de hesperidinasa asociados a wn vehiculo
(20 mg de enzina) en un procego continuo durante un
pefiodo de 2 semenes con una velocidad de flujo inicial
de 20 ccﬂm:?a que retrocedid hasta 10 cc/hora al término
del prOcéso, gin que se extinguiera la actividad de la en~
zina.

= .=

REIVINDICACTONES

Descrito el objeto del presente invento se
declaran nuevas y de propia invencién las siguientes
reivindicaciones, con prioridad de la solicitud de

patents suize nd 2602473 del 22:2.73.

1, Un procedimiento para 1a preperacibn del
glucbsido hesperetin-dihidrocalcona, & partir de
hesp eridin-dihidrocalcona nediznte wna enzins glicolitica
0 sistern enzindtico con actividad de la rermogidasa,
carzcterizado porque se lleva a cabo utilizando wna
enzina 0 sistema enzimdtico asociado & un vehiculo

que tiene inhibide la activided de la beta-glucosidasa.

2, Un procediniento, de conformidad con la
reivindicecibn 1, caracterizado porque se utiliza
hesperidinase asociada a wn vehiculo que tiene inhibida

1l actividad de la beta~glucosidaga.
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3¢ Un procedimiento, de conformidad con la
reivindicacitn 2, caracterizado porgue el vehfculo os

un material que contiene silice activado.

4+ Un procediniento, de conformidad con ‘la
54 reivindicacién 2 y la reivindicaciln 3, caracterizado
porgue el vehiculo estd constituido por ¥idrio poroso

con una capa de una dianina aromdtica diazotada.

5« Un procediniento, de conformidad con la
reivindicacidn 4, caracterizado porque dicha diamina
10:' aromgtics es el 4,4‘—diamino~difenil~netano}
6. Tn procediniento para la preparacién del
glucbeido hesperetin-dihidrocalcona.
Segin sme describe y reivindica en la pre-
sente memoria descriptiva que consta de 1l hojas foliadas
154 ¥y escrites a mdquina por una gola cara.

Madrid; o 21 de Febrero de 1974
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