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3 855 066 y 3 879 546).
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La presente invencidn se refiere a nuevos derivados
de aminoazicar, a procedimientos pars su obtencidn, a composi-
ciones farmacéuticas, que contienen estos derivados de amino-
azdcar como sustancias asctivas, asi como a procedimiento para
el control del metabolismo de carboy;d;aﬁgs.eg_gl ser humano
y animales por inhibicidén de las hidrolasas de glucdsido con
ayuda de estos aminoazﬁcares, tal como, por ejemplo, para el

trataniento de la diabetes, adipésidad e hiperlipemia.

-

Ya es conocido que una serie de microorganismos del o

orden actinomicetales forman inhibidores'para las hidrolasas

de glucésido obteniéndose, segin las condiciones de cultivo,

o0 sacarasa (véase sobre esto las patentes US 3 876 766,

Se han descubierto ahora lcs nuevos derivados de ami-

noazicar de fdérmula I

CH, OH N '
0 ‘Q i
0" oH ___, —

"2 o “u

donde nl puede estar por una cifra de L a 8 y

puede estar por una cifra de O a 8, teniendo la suma de n, +
2 1

na, sin embargo, siempre un valor de n = 1 a 8, con la excep-

n

cidn de Que en el casoden, +n, =162, n

1 5 siempre serd igual
a 0.

2

t

Segin el valor de la suma de n, +n,, tienen estos

derivados de eminoagicar un efecto inhibidor principalmente de
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la emilasa o bien sacarasa. Asi, derivados de aminoazicar, que
en forma dirigida se pueden emplear para la inhibicidn de la
amilasa, sbn aquéllos con n, + n, = 4 a B, especialmente con
n1 + n2 = 4 y 5. Los derivados de aminoazicar, que se pueden
emplear en forma dirigida para la inhibicidén de la sacarasa,
son aquéllos con n, + n, = 1 a 3, preferentemerte con n, + n, =
2 a 3, con especial preferencia con n, = 2.

Asimismo se ha descubierto que, sorprendentemente,
108 derivados de aminoazicar con n1 + n2 =1la 3, especialmente‘
¢on n

1
ciacién de fécula.

La obtencién de los derivados de aminoazicar de la
presente invencidn se efectda por cultivo de cepas del orden
de los actinomicetales, especialmenté de la familia de los ac-~
tinoplenaceae en forma en si conocide y mediante ulterior sepa-
racién y aislamiento de los distintos compuestos en forma en si

conocida.

Los derivados de aminoazicar con valores en la sume

de n. + n_ de 1 a 4 se pueden obtener, adewds, por hidrdlisis

1 2
quimica o enzimdtica de derivados de aminoazicar de mayor peso

molecular.

Como cepas del orden de los actinomicetales, que en-
tran en consideracidn para la obtencién de los derivados de
aminoazicar de la presente invencidn, sean mencionados, como
ejemplo SE 50 (CBS 961.70), SB 18 (CBS 957.70) y SE 82 (CBS
615.71), asi como los mutantes o variantes de estas cepas. Con
respecto al rendimiento en derivados de aminoazidcar, han demos-
trado ser esgpecialmente bien adecuadas las cepas SE 50/13 (CBS
614.71) y SE 50/110 (CBS 674.73). Ambas cepas corresponden en
su descripeién ampliamente a la cepa madre SE 50 (CBS 971.60),

P

= 2, presentan in vivo unma fuerte inhibicién de la diso-~ "
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de la qQue se obkienen estas cepas por seleccidn natural sin la

aplicacidén de mutdgenos.

Para el cultivo de los microorganismos se emplean cal-

dos de cultivo sdélidos o liquidos, especialmente liquidos, acuo-
sos, que conitienen los productos ge“pa;ﬁégg.eg.éi conocidos pg;:
ra carbono y nitrdégeno, sales y agentes antiespumsntes en las ~f
concentraciones usuales. .

Como productos de partida pars el carbono sirven prin—»
cipalmente los carbohidratos, especislmente la fécula, maltosa,..
glucosa, asi como mezclaes de sustancias éomplejas, tales como, |

por ejemplo, extracto de malta comercial.

Como productos de partide para el nitrdgeno entran en | .
consideracidn las mezclas de sustancizas complejas en si conoci-
das, tal como, por ejemplo, el hidrolizado de caseina, el ex-
tracto de levadura, peptona, harina de pescado, agua de esponja—
miento de maiz, extracto de carne, asi como las mezclas de estos
productos de partida, asimismo se pueden emplear aminodcidos

individuales y/o sales aménicas como fuentes de nitrdgeno.

El cultivo de los microorganismos se efectus aerdbica-
mente en cultivos agitedos ventilados o en cultivos en depbsitos

usuales.

La claese y la concentracidén de los productos de parti-
da empleados para el carbono influencia junto con la cepa emplea
de en la fermentacidn correspondiente la clase del producto final

formado principaslmente.

Asi, por ejemplo, en soluciones de cultivo, que con-
tienen fécula en mds de un 2 % en peso, se forman, ante todo,
compuestos con ny + n, = 4 a 8., Para la obtencidén de estos deri-

vados de aminoagzicar con n +n. =4 a 8, es especialmente bien

2
adecuada la cepa SE 50/13 (CBS 614,71).
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Si la solucién de cultivo contiene suficiente glucosa
(aprox. 3,5 % en peso), entonces ya son 0,1 hasta 3 % en peso

de féecula suficiente para obtener principalmente mezclas de

derivados de aminoazicar con ny + n, = 4 a 8. Todos estos deri-| -

vados de aminoazicar asi obtenidos se pueden emplear como com=: |- -

puestos de partida para la obtencibn de 1os homblogos inferio-

res por vis de la hidrélisis quimica o enzimdtica.

Los derivados de aminoazicar con n, + n, = lleata 4, |’

se obtienen en medida principal si se trabaja en soluciones - | -

,,,,,

trientes libres de almiddén. Especialmente ventajoso actia aqui -
ya la adicién de maltosa a la solucidn nuiriente. Asi se ob-

tiene, por ejemplo, al agregar maltosa y empleando la cepa

SE 50 (CBS 961.70) mezclas de derivados de aminoazicar con,prin-

cipalmente, n1+n2 = 2 a 3. La formacidn de una aminoazicar con

n, = 1 se logra especlalmente empleando como-material de parti-
da para el carbono sélo la glucosa. Aqui se ha de tenmer, sin em-
bargo, en conéideracién que con un exceso de glucosa con una du-
recidn de la fermentacidén mds lerga también se forman los deri-

vados de aminoazicar de peso molecular més alto.

Empleando soluciones nutrientes, que no contienen glu-
cosa y como unico producto de partida para el carbono se agrega
maltosa, entoncés se obtiene principalmente el aminoazdcar con
n, + n, = 2. En una forma de ejecucidén indusirialmente ventejo-
se se puede aqui sustituir la maltosa pura por un producto mas
barato, por ejemplo, maltcina, un extracto de malta natural

usual en el mercado.

Para le obtencidn de los derivados de amincazicar,
que contienen principalmente aquellos derivados con nl + n2 =1

& 3, ha demostrado ser especialmente adecuada la cepa SE 50/110
(CBS 674.73).

Ll
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Esta cepe da rendimientos en derivados de aminoazicar
de bajo peso molecular, Que son aproximedamente dos veces mayo-
res que las obtenidas con la cepa SE 50/13 (CBS 614.71).

El cultivo de microorganismos se efectda por lo gene-|

ral a temperaturas de incubacidn 9n§;e”;5“hgs?%'4soc, preferen-~

FERRE

temente entre 24 hasta 32°C. Asi se obtienmen, al emplear las :
cepas SE 50 (CBS 961.70) 6 SE 50/13 (CBS 614.71),derivados de | i,
aminoazicar con n, + n, = 4 a 8 a una temperatura mds elevada,jr_a
por ejemplo, 28°C, mientras a temperaturas mds bajas, por ejem=—|
plo, 24%c, por ejemplo, las cepas SE 50 (CBS 961.70) y SE SO/iiO;j;

(CBS 674.73) forman en medida principal derivados de aminoazicax...’

con n1 + n2 =1a 3,

La duracién de los cultivos asciendé, por lo generai;’~:
de 1 a 8 dfas, preferentemente 2 a 6 dias. Una mayor duracién
del cultivo, especialmente en unidén con un exceso de un hidreto
de carbono en el medio nutriente favorece la formecidn de deri-

vados de amincazdicar con valores mayores de nl + na.

El pH del medio de cultivo varia por lo general entre

5,0 hasta 8,5, ddndose preferencia a valores pH de 6,0 a 7,0.

El punto final de 1la fermentacidn se efectia por lo
general por determinacién del contenido en actividad inhibido-
ra en el ensayo de inhibicidn enzimdtica, asi como mediante de-
terminacidn crometogrifica en capa delgada de la composicién

del medio de fermentacidn.

En el casc de la hidrélisis quimica de derivados de
eminoaziicer de peso molecular mds alto para la obtencién de las
de peso molecular més bajo, como ya se ha mencionsde anterior-
mente, se procede por lo general tratando los derivados de ami-
noazldcar de peso molecular mds glto con dcidos minerales acuosos|

1 a S5-normales a temperaturss de 50 a lOOOC, especialmente de
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90 a 100%C durante 10 a 180 mimutos. La hidrélisis enzimdtica
gsimismo posible se efectia por lo general por incubacién con
enzimas (hidrolasas), especialmente con.lg-amilasas o o ~amila-

sas no inhibibles o amiloglucosidasas de origen microbial,

tal como, por ejemplo, {-amilasas de B.subtilis, o por incuba-!

cién con microorganismos, que sean capaces de crecer en solucio={”

nes nutrientes, que contengen los derivados de aminoazidcar de ‘.f 7
peso molecular mds alto en contenidos de un 1 a 10 %, preferen~ |
b

temente un 2 2 5 % como fuente de carbono preferentemente uni-~

ca, por ejemplo, Aspergillus niger (ATTC 11.394).

La separacidén y el aislamiento de los distintos deri-y .

vados de aminoazdcar segin la presente invencidn parte bien de .| -

1os caldos de cultivo microbiolédgicos ¢ de los hidrolizados o
bien mezclas de incubacidn,en las cuales se efectud la disocia-
cién enzimdtica y/o microbioldgice de los deriveados de amino-

azdcar de peso molecular més alto.

Segin los valores para n, + n, se efectda la elabora-
cibn en distinta forma. Asi, para la obtencidén pura de los deri-
vados de aminoazicar de n +n2 = 1 hasta 4 se procede, por 1o
general, tratando, en caso dado previa separacidn del micelo,
el correspondiente caldo nutriente o el hidrolizado con carbén
activo a un pH neutro, y desorbiendo a continuacién los deriva-
dos de aminoazicar ligados sl carbdén activo mediante tratamiento

del carbdn activo con alcoholes acuosos o acetona, preferente-

mente aéetona al 50 hasta 80 %. En forma especialmente completa |

se logra aqui la desorbeidn con valores pH dcidos en la zona de

1,5 hasta 4, preferentemente un pH de 2 a 3.

En caso de que los caldos nutrientes o bien hidroliza—

.dos a separar estén tefiidos muy oscuros, ha demostrado ser ven-~

tajoso tratarlos antes del tratamiento anteriormente descrito

-

. 7

I N
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como asgentes de eluicidn, empledndose preferentemente amoniaco o

8=

con carbdn activo a un pH dcido, primeremente con carbén activo
0 resinas de absorcidn, tal como el Lewapol Ca 9221 comercial
(granulacién 0,35 mm, Bayer AG) a valores pH de 2 a 6, prefe-
rentemente 2 a 3 y lograr asi una descoloreacidén. El carbén
activo liga e2qui en la zona dcida preferentemente sélo los cold-?"

rantes, pero no los derivados de aminoaziicar. ~ -k

La separacidén de los distintos derivados de aminoazﬁf{ttz
car de la presente invencidn del desorbato de carbén activo obﬁ-;\
tenido como anteriormente descrito, se efectua entonces, por
lo general, conduciendo este desorbato por encima de intercambig_jj

dores de cationes fuertemente 4cidos, en si conocidos, tales

como, por ejemplo, Dowex 50 W (Firma Dow Chemicals) (pH 1 a 8;'ffr£

preferentemente 2 a 4; con fuerza de iones baja, correspondien-. fzi

te a una conductibilidad de <10 mS.cm—l, preferentemente

{2 mS.cn ™). Los distintos derivados de sminoemicar se ligan
asi al intercambia@or de cationes. Con especial ventaja se pue-
den liger asi los derivados de aminocazdcar & partir de solucidn
acetdénica (50 hasta 80 % de acetona, pH 1 & 5, preferentemente

PH 2 2 4) = tales intercambiadores de cationes.

La desorbcién selectiva de los derivados de esminoazi-
cer de la presente invencidn de estos intercambiadores de catio-

nes se efectia por lo general empleando dcidos o bases acuosas

dcido clorhidrico en concentraciones de 0,01 hasta 1 Val/litro.

De los distintos desorbatos se obtiene entonces el
correspondiente derivado de aminoazicar después de la neutraliza
cidén del desorbato con un intercambiador débilmente dcido o bien
bdsico o despuds de retirar la base o bien dcido mediante extrac)
cidén en vacio en el caso de bases o dcidos voldtiles despuds de

concentrar la solucidn por liofilizecidn o precipitacidn con di-
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solventes orgdnicos, preferentemente con acetona.

Ademds, es posible separar los derivados de aminoazi~-

car de bajo peso molecular de 1los sacdridos inertes por cromato-

grafia en intercambiadores a base de celulosa, preferentemente " '|"’

celulosa fosférica (Fa. Serva, Heidelberg). Como eluyente se emjl?

o

plean aqui tampones, prefersntemente taﬁpones de fosfato, de ..

reducida fuerza idénica, preferentemente 2 a 100 mM, especialmep-—

v ?

te de 5 @ 10 mMd, en la zona pH de 2,5 a 8, preferentemente 5

a 6. Condicidn previa para un fraccionamiento efectivo son aqui ‘|-

contenidos en sal lo mds reducidos posible en los preparados & 'Y

fraccionar, cuyos colorantes molestan menos.

Para la obtencién pura de los derivados de eminoazicar -

individuales se cromstografian entonces los preparados previa-".| - .-

mente purificados a través de wn tamiz molecular adecuado, por
ejemplo, bio-gel -P-2 (Fa. Bio-Rad, Miinchen) y las fracciones dell
eluado se comprueban por crometografia de capa delgada. las
fracciones, que’céntienen los compuestos de la presente inven-—
cién en forms pura, se reunen, se vuelven a cromatografiar y,
finalmente, después de concentrar, se liofiliza o se precipita

mediante disolventes orgdnicos como arriba descrito.

Todos los derivados de aminoazicar se caracterizan
porgue en la hidrdlisis total dcida se forma "componente 1"
[@13H2107ﬂ7, asi como glucosa. Para el "componente I" se derivé

la siguiente fdérmula estructural:

OH
HO 00 om
1
HOH ) ¢ N Hq "Components I
H H-C-CH
- 1
CH3

El miembro inicial de los derivados de aminoazicar

sed

P
oo



10

20

25

30

peratura ambiente o despuéds de calentar ligeramente.

'(S-D-glucosa. A continuacidn se elevé la temperatura a una velo-

wlQw

de la presente invencidn tiene una unidad glucosa. Este compues-
to es una sustancia incolora, amorfa, con buena solubilidad en
agua, dimetilformamida, sulféxido dimetilico, metanol y etanol
caliente. En la cromatografia de capa delgada empleando éster
acético, metanol y agua en unz proporcidn de 10:6:4 presentd

el compuesto un valor Rf de 0,46 {maltosa = 0;50 y glucosa =

0,65) en ldmines de gel de silice F 1500 /Schleicher & Schiill/ [ .

y de 0,47 (meltosa = 0,54 y glucosa = 0,56) en placas de gel
de silice F 254 /Hlerck, Darmstadt/.

Al emplear un reactivo de pulverizacién de nitrato de i

plata/hidrdéxido sédico se obtiene un tefildo marrdn-negro a tem%;{fji

El compuesto se sililizé junto con D-glucosa o saca~ |

rosa como standards en uns mezcla de piridina (1), trimetilcloro)
silano (0,5) y N-metil-trimetil-silil-trifldoracetamida (1)

¥, 2 continuacidn, se sometid z la cromatografia de gas en uns
columna de vidfie de 1,8 m, llenada con um 3 % de elastdmero de
silicona SE 30 Z@gckar@7 sobre cromosorb WAW.

La temperatura de inyeccidén y la temperatura detector
era de 300°C. La temperatura del horno ascendid a 22000, y se

mantuvo constante hasta la eluicidén de los standards de &- ¥

cidad de 15°C/minuto hasta llegar a 300°C.

Se empled un detector de ionizacidén de llama, intro-
duciéndose nitrdégeno como gas soporte en wra proporcidn de 40
ce/minuto, aire como gas de combustidén en una proporecidn de 80
cc/minuto e hidrégeno en una proporcién de 20 ecc/minuto. E1 com-
puesto presenté un tiempo'de retencidn de 16 - 17 minutos; (-
D-glucosa = 3 minutos, (3-D-gluco§a = 4 minutos y sacarosa = 12

13 minatos).
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Una muestra del compuesto noc cristalina, obtenida por
concentracidn de una solucidn metandlica se disolvid en agua
y se determiné el giro éptico especifico en [BC7D = +l34,3°.

E1l espectro RMN en CD3OD a 220 MHz se muestira en la .
Figura 1 (abscisa = é’ppm). o Aiy,f

Fred

Las caracteristicas predominantes del espectro RMN se "

muestran en la tabla 1 a continuacién: -<{J$
Tabla 1
en ppm Multiplicidad Intensidad
relativa
1,3 _Dublett; J=6,5 Hz 3 H
2,3 "Pripleti", Jlu.J2 8-~10 Hz 1H
3,15 "Triplett"; J, ¥ 3, 7-9 Hz 1H
3,3 - 3,9 Las sefiales no se pueden asignar 12 )
individualmente )
4,13 Sistema AB; J=12 Hz . 2 H
4,48 ) Dublett; J= 7 Hz )
¥y 5,1 % Dublett; J=2,5 Hz g 1H
4,9 Singlett 11 H Protones
intercam
biados
por deu-
terium
5,0 Dublett; J=2-3 Hz ' 1H
(mal disuelto)
5,8 Dublett; J=3-4 Hz 1H

(mal disuelto)

33H

Si este compuesto se hace reaccionar en una mezcla
1:1 de anhidrido ascético y piridina a temperatura ambiente,se
obtiene un derivado decaascetilico (peso molecular: 903). El

espectrc RMN del derivado decaacetilico se muestra en ls figura
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Si la reaccidn se efectia en 4cido acético glaciel/
anhidrido acético 1l:1 con cantidades cataliticas de H2304, se .
puede demostrar por espectroscopiz de masa ademds del derivado .
decaacetilico también lsz formaciép de un derivado undecaaceti}i?1~

co (peso molecular: 945).

El espectro de masa del derivado decaascetilico pre- - .-

senta una crests molecular en 903 (2,5 % de intensidad relati- -!:-

va) y una cresta de base en 843. Fragmentos de cresta importen= |, .

tes en la zona de masa superior son 844 (55 % de intensidad re-!...

lativa), 784 (36 % de intensidad relativa), 783 (34 % de inten=|
sidad reletiva), 759 (34 % de intensided relativa), 556 (36 % |-
de intensided reletiva), 496 (37 % de intensidad relativa) y a8
436 (29 % de intensidad relativa).

La metilscidn con CH3I/NaH en sulféxido dimetilico
segin Hakomori da como producto principel el derivado decameti-

lico, en cantidad reducida también el derivado undecametilico.

El especiro de mesa muesitra unz cresta molecular en
623 (6,1 % de intensidad relativa) y una cresta de base en 535.
Se observa una segunda cresta de molécula en 637 (0,2 ¢ de in-

tensidad relativa).

Los datos espectroscépicos y las propiedades quimicés

dan la siguiente estructura para este compuesto:

oy OH  CHs
HO- N Ox CH,OH
Q HQ- >\E—o IT A
CHZOH H ‘0 od -
OH OH

En especial, muestra el espectro RMN, que este compues
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to ITa tiene la estructure de una O-1 4,6-bisdesoxi-d—/1-5-(1,4,
6/5)~4,5,6-trihidroxi=-3~hidroximetileiclohex~2-en-1-ilaming/- of-
D-glucopiraﬁosilo}'-(l—¢4)-D-glucopiranosa de la férmula confor-

mativas

HOCH, o ) o
HO—-C;
1oV IIB
10 !
CH.,OH -
0 2
HO
' 311 v-0H

El siguiente miembro de la serie (ﬁl & n, = 2) tiene

la composicidn general C 8N y es un producto amorfo de

2574301
buena solubilidad en agua. En la cromatografia de capa delgada

presenta un valor R, de 0,35 sobre léminas de gel de silice

£
F 1500 y 0,33 sobre placas de gel de silice F 254 empleando el

sistema arriba descrito.
La rotacidén Sptica en agua 4?{7d es + 167,0°.

El espectro RMN en DzO a 220 MHz se muestra en la

Figura 3 y el espectro RMN 130 la Pigura 4.

La metilacibn, como arriba descrito, suministra un
compuesto 13 veces metilado, en cantidad mds reducida también

un producto 14 veces metilado.

El espectro de mass del producto de metilacidn pre-
senta una cresta de moléeula en 827 (1,5 % de intensidad relati-

va) y corresponde & una férmula de suma 038H69N018‘

Una segunda creste molecular con una intensidad rela-
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tiva de 0,1 % estéd presente en 841.

Las crestas de fragmento mds importantes son:

739 (27 % de intensidad relativa)

592 (3,7 % de intensidad relativa)

535 (30 % de intensidad relstiva) ... - .-

388 (9 % de intensided relativa)
386 (13 % de intensidad relativa) -
284 (13 % de intensidad relativa) ‘ e
187 (12 4 de intensidad relativa) '
171 (40 % de intensidad relativa)
101 (34 % de intensidad relativa)

88 (25 % de intensidad relativa)

75 Cresta de base.

De las propiedades quimicas y espectroscépicas se

desprende para este compuesto la siguiente estructuras

OH OH ¢
3
. CH,H o .
H
« N -
CH2°H R %0 H ud OH w6 OH,

donde a este segundo miembro de la serie de los derivados de
eminoazucar de la presenté invencidén le corresponde la estruc—
tura de una 0--{4,6—bisdesoxi-4—[i S-(1,4,6/5)=4,5,6=-trihidroxi-
3-hidroximetilciclohex—2-en—l-ilamin§7-zX-D—glieopiranosilS -
(1 —4)~0= o{~D-zglucopiranosil-(1—4)-D-glucopiranosa de la

férmula conformativa:
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IIIB

o \CHZOH

El miembro siguiente a continuscién de la serie

(n1 + n,

dominantemente una de las dos formas isdmeras.

En la hidrdélisis parcial dcida se pueden disociar am- |

bos compuestos isdmeros en el primer miembro de la serie (nl ¥
n, = 1) y slucosa en proporeidén molar 1l:2.

El préducto presente en cantidades més pequefias es
el compuesto O- {4,6-bisdesox:i.-4—ﬂ S-(1,4,6/8)~4,5,6=-trihidroxi
3-hidroximetilciclohex-Z-en-l-ilaming? - { -D-glucopiranosil } -
(1 —>4)-0- & -D-glucopiranosil-(1~>4)-0-x -D-glucopiranosil-

(1 —4)-D-glicopiranosa de la férmula conformativa:

HO(‘:HZ olt
Ho-‘—' cf-cg ;

q CH

o i |2

1o

v
CHZOII

"0 — ‘ R .
RO\ N
b ClL,0H
m&l
“—-0
Ho

ot gy

\~__0 -
Hol___ E .y
b Neon ‘

= 3) se obtiens en dos formas isémeras, forméndose pre-|.’
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El producto isdmero presents en mayores cantidades es
el compuesto 0--{4,6-bisdesoxi-4-[i S~(1,4,6/5)-4,5,6~trihidro-
xi-3-hidroximetil~4-0-&-D-glucopiranosil-(1l —>4)-ciclohex-2~en~
l—ilaminé7-<X—D-g1icopiranosil§ -(1-4)-0~o{~D-glucopiranosil-
(1—> 4)-D-glucopirsnosa de la férmula conformativa:

" . CH,OH
b | 2
\—-0 -
RO HOCH, 4—OH
0 .kz
o y]
HO—X s CHB
H | v
HO
H :
\0 CH,OH

\\_—N —
HO — )
CcH, o1

H
\)-— | 2
' ;:——wn
HO— -
H “«OH

Estos isdmeros muestran en placas P 1500 empleando
n-butanol, -etanol y agua en proporcidén de 50:30:20 Qalores
de 0,41 2 0,46. La presencia de los isdémeros con la
estructura mostrada en la férmula V se puede demostrar analizan-
do los productos obtenidos de la degradacidn hidrogenante (palg-

dio/carbdén activo). A estos productos de degradacidn pertenecen:

3-hidroximetil—4,5,6-trihidroki-[1—0—c(ﬁD-glucopiranosil-(1L7-
ciclohexan, O-(4-amino-4,6-bisdesoxi-« ~D-glucopiranosil)-
(L—> 4) -0~ ~D-glucopiranosil-(1l —>4)-D-glucopiranosa y gluco-

s3a.

Como en esta degradacidn se disocia el enlace C-~N en
la posicidn alquilo y la hidrogenacidn se hidrogena, estéd claro
que este compuesto, que es isdmero con respecto al compuésto
de férmula IV, estd estructuralmente relecicnado con el com-

puesto de férmula IIIA 6 III B; sin embargo, estd caracterizsado
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por le presencia de un ulterior grupo glucopiranosilo en la po-
sicidn 4 del anillo ciclohexeno.
CH,0H ICH,0H ! CH CH,0H . CH,OH
[} 0 '
|
tHod 0! N 0 0 —Od
|

/.
'wO OH | OH OH+ OCH.OH. OH. OH.. OH OH

CH,0H  CH,OH
\ \

. Pd/C/H; 1o -0
HO OH  OH CH

CH, CH,0H  CH,0H . CH,OH
. \ .
+ &N-% i}-— 0 Q-— 0 QOH + HO-Q-OH
/ \
OH OH OH OH OH OH OH OH

_ La presencia del isdmero con la estructura indicada
en la férmula IV se demuestra por la formacidn de validatol
y 0-(4-emino-4,6-bisdesoxi- & -D-glucopiranosil)-(1l—> 4)-0- -

D-glucopirancsil (1—4)-0-X-D-glucopiranosil~(1l —>4)=D-gluco-

piranosa.
cH,0H | cH, CH,OH  CH,OH  CH,OH
- ads) »
HO-D—:N-Q-OQ-O-% ?-O-Q-OH
H
1 / /
OH ba, OHOH OHOH OHOH OHOH
CH, OH
Pd{C[H;'
HO
0 OH
CH, CH,0H CH,0H CH,OH
0 o
+ HgN 0 0 s} -0H

H OH OH CH OH OH. . OH OH
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En wlteriores investigaciones se metilaron los isdme-
ros con n1 ¥ n2 = 3 segun métodos conocidos, se hidrolizaron,
se redujeron con borohidruro sdédico, se acetilaron y analizaron
por cromatogrefia de gas. Mientras el compuesto de férmula IV

s6lo da 1,4,5-tri-O-acetil-2, 3,6-tri-0-metil-D~glucitol, sumi-

nistra el compuesto de férmule V ol 1,4,5-tri-O-acetil~2,3,6~" f7'

tri-O-metil-D-glucitol y el 1,5-3i-0-acetil~2,3,4,6~tetra-0-

-

metil-D-glucitol en proporcidén molar de 2 : 1. Los isémeros con};;l

n, +n, =3 de las férmulas IV y V no se degradan por la B -m@f{'

1 2
lasa.

Los compuestos isdémeros con las férmulas IV y V se

separaron cromatogrdficemente en ima resina intercambiadora dei- . -

da con deido clorhidrico 0,025 n como eluyente.

El productc con n1 +* n.2 = 4 se hidrogend en contacto
P3/C. Los productos de hidrogendlisis no bdsicos se separaron
a través de wn intercambiador de iones dcido y se separaron por

cromatografia preparativa de capa delgada. Después de la aceti-

por especirometria de masa como productos de disceiscidén prin-

cipales:

CH,OH CH,0H CHpOH

HO

HO OH OH OH OH OH

(como decaacetato con la cresta molecular en m/e = 906)

CH20H CHZOH CH

HO OH OH OH OH odH

-~
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(como nonzacetato con la cresta molecular en m/e = 848).

Con un componente principal ampliamente predominante
del componente 5 es, por lo tanto, el isbmero de la férmula
conformativa VI con une unided de maltosa ligada glicosfidicamen

e al resto ciclitol.

Esta estrﬁctura se desprende también como resultado B
de la disociacién con p-amilesa, en la que la parte principalfi}ﬁf
del componente con n, +1n, =4, se degrada al compuesto de fér—|
nula III B y maltosa.

E1l componente con nl + n2 = 5 se comporta en la degre-

dacién por p-amilasa como sigue:

Aproximadamente un 90 % se degrads a un'compuesto de
férmula V ¥y e una cantidad correspondiente de maltosa, de esto
se desprende que el isdmero con una unidad de meltotriosa liga~
da glicosidicamente 2l resto ciclitol es componente principal
del producto; aproximaedamente wun 10 % no se degrada por la -

amilasa.

Los miembros mds elevados de la serie, que contienen
4 a 8 unidades de glucosa con pesos moleculares de 969 hasta

1617 inhiben menos la sacarasa.

La cromatografia de capa delgada empleando n-butanol,
etanol, agua, en proporcién 50:30:20 sobre placas de gel de si-

lice F 1500, da valores de Rglucosa de

0,30 - 0,34 4 unidades de glucosa);
0,21 - 0,23 5 unidades de glucosa);
0,14 - 0,16 6 unidades de glucosa); ¥y
0,09 - 0,11 7 unidades de glucosa).

Como en los miembros inferiores de esta serie, da la

hidrélisis dcida total "componente I' y glucosa en proporciones

[
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moleculares discretas, esto es, 1l:4, 1:5, 1:6, 1:7 y 1:8 (siendo

las proporciones de glucosa de un T4,4 %, 79,7 %, 83,3 %,
86,5 % 6 bien 89,1 %).

En la éromatografia de capa delgada empleando placas BN

eién 45 : 35 : 20 como disolvente, se aprecian los siguientes

valores R_ en el revelado triple:

-de gel de silice F 1500 con n-butanol, etanol, sgua, en propor-.:

£ a
Proporcidn
Glucosa: Componente I Standard . Valor Rf
Glucosa 0,77
Maltosg 0,65
Maltotriosa 0,51
Maltotetraosa 0,39
Maltopentaosa 0,27
431 | 0,25
‘Meltohexaosa 0,21
5:1 ' 0,18 !
Maltoheptaosa 0,15 %
631 0,13
Maltooctaosa 0,11 !
T:1 0,09
8:1 0,07

Asimismo muestra la hidrogenacidn catalitica srriba
descrita que'algunas, pero no todas las unidades de glucosa de

estos miembros superiores estdn enlazados en la posicidn 4 del



10

15

20

25

30

-21=

grupo ciclohexeno.

Como estos compuestos contienen cadenas linegles de

oligoglucdsido con 1—> 4 enlaces, se pueden emplear como sustra-

tos para ciertas enzimas disociadoras de carbohidrato. El margen

de las enzimas estd evidentemente limitado a aquéllas que no |
L
|

son inhibidas esencialmente por los compuestos.
Las {-amilasas bacteriales y fungosas se pueden em-‘?ffl
plear pera la degradacién de cualquier cadena de oligoglucésido,!’

que contenga 3 6 mds unidades glucosa ¥y dé compuestos de bajo B

peso molecular y fragmentos de sacdrido inertes, tales como,

por ejemplo, maltosa y maltotriosa. Este procedimiento de degra%"
dacidén se puede emplear en los compuestos con nl + n2 2 3y
representa una ulterior demostracidén para el enlace of, 1 —4. -
Los compuestos segun la presente invencidn con 4 a 7 unidades
de glucosa se pueden degradar también parcialmente por P —amila-—-
sa. Como la (5-amilasa disocia las unidades de maltosa del ex=~
$remo no reducido de una cadena de glucosa con ¢, 1 —> 4 enla-
ces, suministra un andlisis esmerado de los productos de degra-

dacidén de la {3—amilasa valiosa informacidn sobre cada sustitu-

yente de oligoglucésido enlazado en la posicidn 4 del anillo
ciclohexeno, espedialmente sobre su longitud de cadena y el
nimero de las glucosas en la cadena enlazada a las bisdesoxi-
glucosa, es decir, en el extremo reductor del compuesto. Los com
puestos, que contienen 4, 5, 6, 7 U 8 unidades de glucosa, no
se pueden, sin embargo, degradar ‘totalmente por p -amilasa.

Lo resistencia de una parte de los compuestos se debe evidente-~
mente a condiciones estructurazles insuficientes para el ataque

de la (B—amilasa.

Los resultados de la degradacién de la (S-amilasa

se puede resumir como sigue:
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Numero de unidsdes . Kdmero de unidades Unidades de

de glucosa en el de glucosa en los maltosa reti-
producto de parti- productos de degra radas
da daciédn
4 4 0
2 ) _ 1 {
;
5 5 0 .
3 1 {
6 6 0 |
4 1l =
2 2 i
7 7 0 e
5 1 ;
3 2
8 8 0
6 1
4 2
2 3

En czso dado, se recupera uns parte del producto de

partida.

Respeéto a la degradacién ﬁ.-amilolitica se ha de acen

tusr nuevamente que la F»-amilasa s6lo es capaz de retirar uni-

dades de maltosa, y éstas, ademds, s6lo del extremo no reductor
de un oligosacdrido. Se ha de evitar que cualquier teoria condué
cae a una limitacidén. A pesar de que la estru&tura exacta de es—;
tos compuestos superiores no estéd totalmente sclarada, de los |
hallazgos arriba mencionados, se puede llegar a la conclusidén i
que los compuestos que tienen 4, 5, 6, T y 8 unidades de glucos%
comprenden los derivados de los compuestos inferiores con la '

férmula III A, que contienen cadenas con 2, 3, 4, 5 y 6 unida-

des de glucocsa, gue tienen o, 1— 4 enlaces entre si, estando
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la cadena del oligosacdrido enlazado en la conformecidn o con

1la posicién 4 del anillo ciclohexeno.

La metilacién de los compuestos con ioduro metilico/

hidruro sédico en sulféxido dimetilico, hidrélisis total, for— |

macidén de un derivado y ulterior andlisis por cromatografia de

ges, da el derivadoc de 2,3,6-trimetilglucosa, de menera que las f

unidades de glucosa estan forzosamente enlazadas 1l-4 en una

i

i

l

1

|

|
estructura exclusivamente lineal. ]

2

Un segundo producto de metilacidn, que,en dependencia ;

i
!

del compuesto metilado,puede estar presente en distinto grado

o bajo circunstancias inexistente, es el derivado 2,3,4,6-tetra—

metilo. La presencia de este derivado y su proporcién molar
al derivado trimetilico depende de los sustituyentes enlazados

al anillo ciclohexeno.

Es sabido que en los animales ¥y seres humanos, después
de la toma de alimentos y bebidas, que contienen carbohidratoé
(por ejemplo, fécula de trigo, fécula de patata, fruta, zumo
de fruta, cerveza, chocolate), se presentan hiperglicemias, que,
debido a una rdpida degradacidn de los carbohidratos se producen

por hidrolasas de glicésido (por ejemplo, amilasas de saliva y

pancreas, maltasas, sacarssas) segun el siguiente esquema:

Amilasa Maltasa
Pécula o0 bien glicogeno , Maltosa _ > Glucosa

Sacarasa

Sacerosa N Glucosa + PFructosa

cidn en los diabéticos. En los adiposos produce lz hiperglicemia
alimentaria frecuentemente una secrecidn especialmente fuerte
de insulina, lo que, a su vez, conduce a un incremento de la

!
formacidén de grasa y a unr reducido lipocatobolismo. En las per- !
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sonas con un metabolismo ssnoc y en las personas adiposas las
hiperglicemias de este tipo son frecuentemente seguidas de una

hipoglicemia como resultado de la segregacidn de insulina, Es

sabido que tanto las hipoglicemias, como tambidn la pasta de co-
mida, que queda en el estdmago, fomenta la produccidn de jugos J
gdstricos, lo que, a su vez, inicia o foménta 'la formacidén de’

;
wna gastritis, de un Ulcus ventriculi o duodeni. _i -

Se ha descubierto ahora que los derivados de aminoazﬁ{rr

. ; . - !

car de la presente invenciodn reducen considerablemente la hiper-
glicemia alimentaria, la hiperinsulinemia y la hipoglemia, es-

pecialmente también la hipoglicemia postprandial reactiva.

Ademds es sabido que en la cavidad bucal se disocian
los carbohidratos, especialmente la sacarosa, por los microorg33

nismos, y de esta manera se fomenta la formacidén de caries.

Los derivados de aminoazicar de la presente invencidn
se pueden emplear para evitar o bien reducir una formacidén tal

de caries.

Ensayo de amilasa in vitro

‘Una unidad de inhibidor de amilasa (1 AIE) estd defi-
nids como la cantided de irhibidor, que inhibé dos unidades de
amilasa en un 50 %. Una unidad de amilasa (AE) es la cantided
de enzima, que en un minuto bajo las condiciones de ensayo més
abajo-indicadas disociailfz equivalente de enlaces glucodsidos
en la fécula., Los fVal de enlaces disociados se determinan colo-
rimétricamente como uVal de azicar reductora formada con dcido
dinitrosalieilico y con ayuda de una curva standard de maltosa
se indica comélpVal de equivalentes de maltosa. Para ls realiza-—
cidén del ensayo se mezclan 0,1 cc de solucién de zmilasa (20 -
22 AB/cc) con O - 10 ug de inhibidor 30 - 20 a1 de la solucidn

a comprobar en 0,4 cc de tampdn de glicerofosfato sdédico 0,02 m/|
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0,001 m de CaClZ, pH 6,9, ¥y seequilibra durante unos 10 - 20
minutos en un bafio maria de 35°C. Después se incuba durante 5
minutos con 0,5 cc de una solucidn de fécula al 1 % prevismente
calentade a 35°C (fécula, soluble, de la firms Merck, Darmstadt,.
n¢ 1252) a 3500 ¥y a continuacidn se mezcla con 1 cc de reactive

de dcido dinitrosalicilico (segin P. Bernfeld én Colowick-Kaplaq;”
Meth. Enzymol., tomo 1, pdgina 149). Para el revelado del color | |
A

, : |

viendo, después se enfria y se mezecla con 10 cc de agua destila-

da. La extincidén a 540 nm se mide contra un valor en vacio co- |

| se calienta el preparado durante 5 minutos en el bario maria hir

rrespondientemente preparado sin amilasa. Para la evaluacidn :
ge lee ls actividad de amilasa, que aun es efectiva después de)l',f
le adicidn de inhibidor de una curva standerd de amilasis,que B
he sido previamente registrada y de este valor se calcula el

porcentaje de la inhibicidén de la amilasa empleada. E1 porcenta-

je de la inhibicidén se registra como funcién del cociente

jg de inhibidor &

AE ++

+ referido a la sustancia seca _
++ AE en el preparado no inhibido de la misma serie
se lee en la curva el punto de inhibicidn del 50 % y se trans-

forma en AIE/mg de inhibidor.

Ensayo de sacarasa in vitro

Una unidad de inhibidor de sacarass (SIE) se define
como la cantidad de inhibidor, que inhibe dos unidaedes de saca-
rasa en un 50 %. Una unidad de sacarasa (SE) es la cantidad de
enzima, que en un minuto, bajo las condiciones de ensayo mds
abajo indicadas, disocia 1.}nnol de sacarosa a glucose y fructo-

sa. Los Fmoles de glucosa formada se determinan cuantitativament

)
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con ayuda de la reaccidn de glucoseoxidasa pajo condiciones, en
les cuasles ya no se presenta una ulterior disociacidén de sacaro-
sa por la sacarasa. Para la reslizacién del ensayo se mezclan

0,05 cc de una solucién de sacarasa ajustada a 0,12 SE /Sacara~
sa solubilizada de mucosa del intestino delgado porecino segin 7
B. Borgstr®m, A. Dehlquist, Acta Chem. Scend. 12, (1958), pdsi- 1
na 1997. Dilufdo con 0,1 m de tampén de maleineto de sodio, pH }..

6,0, a un contenido en SE correspondiente/, con 0 - 20 ug de
inhibidor 6 O - 20 pl de la solucidén a comprobar y se Eompleta
a 0,1 cc con 0,1 m de tampdn de maleinato sddico, pH 6,0. Se !
equilibra durante 10 minutos a 35°C y después se mezcla con _i,r :
0,1 cc de una solucidén de sacarosa 0,05 m previamente calentada‘Lft
a 35°C en tampén de maleinato sdédico 0,1 m, pH 6,0. Se incuba ,E
durante 20 minutos a 35°C y la reaccidén de sacarasa se para me-
diante adicidén de 1 cc de resctivo de gluceseoxidasa /el reacti-
vo de glucoseoxidasa se prepars por disolucidén de 2 mg de gluco-
seoxidasa (Fa. Boehringer, grado de pureza I) en 100 cc de tam-
pén tris-HC1 0,565 m, pH 7,0, y adicidén a continuacidn de 1 ce
de solueién de &etergenﬁe (2 g de triton X 100 + 8 g 95 % de
etanol p.a.), 1 cc de solucion de dianisidina (260 mg de o-diani!
sidina . 2 HC1l en 20 cc de HZO) y 0,5 cc de solucién acuose al
0,1 % de peroxidasa (Firma Boehringer; liofilizsdo, grado de
pureza II)/ y se incuba durante otros 30 minutos a 35°C. Des-
pués se agrega 1 cc de H2304 gl 50 % y con 545 nm se mide con
respecto a un valor de vacio correspondiente. Para la evaluacidn
se calcula el porcentaje de la inhibicidn de la sacrasa empleadsl
y del punto de inhibicidn al 50 % se transforma con ayuda de uneg

curva standard de glucosa en SIE/g 6 bien SIE/litro.
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Ensayo de maltass

Una uni&ad inhibidora de maltasa (MIE) se define como
1a cantidad de inhibidor qQue inhibe dos unidades de maltasae en
un 50 %. Uns unidad de maltasa (ME) es la cantidad de enzima,

que en un mimuto bajo las condiciones de ensayo indicadas més

abajo disocia ljumol de maltosa en é"uﬁbiéé'dé‘élucosa. Los

}mnoles de glucosa formados se determinan cuantitativamente conr.;:ﬂ

syuda de la resccidn de glucoseoxidasa bajo las condiciones, en’

las que ya no se presenta ninguna disociacién de mstosa por la

una solucién de maltasa ajustada a 0,060 - 0,070 ME /maltesa
solubilizada de mucosa del intestino delgado porcino segun

B. Borgstrém, A.Dshlquist, Acta Chem. Scand. 12 (1958), pdgina
1997. Dilufdo con tampén de maleinato sdédico 0,1 m, pH 6,0,

a un contenido en ME correspondiente/ con O - 20 mg de innibidox

60 -~ 20]u1 de la solucién a comprobar y con tempén de maleinato

maltasa. Para la realizacion del ensayo se mezclan 0,05 cc de !
3

sédico 0,1 m, pH 6,0, se completa a 0,1 cc. Se equilibra duran-
te 10 minutos a 3590 y después se mezcla con 0,1 cc de una solu-
cidén de maltosa 0,05 m previamente calentada a 3500 en tampén
de maleinato sédico 0,1 m, pH 6,0. Se incuba durante 20 minutos
a 3500 ¥y la reaccidén de maltasa se para por adicidn de 1 cc

de reactivo de glucoseoxidass Zﬁreparacién del reactivo de glu-
coseoxidasa: como descritoc en el ensayo deila sacarasg] y se
sigue incubando durante otros 30 minutos a 35°C. Después se agre
ge 1 cc de HZSO4 gl 50 % y a 545 nm se mide con respecto a un

valor en vacio correspondiente.

Pera la evaluacidn se calcula el porcentaje de la in-
hibicidén de la meltasa empleada y del punto de inhibicién del
50 % se transforma con ayuda de una curva standard de glucosa

a MIE/g 6 bien MIE/litro.

. - N
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Los resultados del ensayo inhibidor de las enzimas in
vitro para los distintos derivados de aminoazdcar de la presen—

te invencidn se han resumido en la tabla II a continuacién:

T

! '
. il

Tabla 11
Férmu  Nimero de Inhibicidn de | Imhibicién | Imhibicién |
la unidades c\ -amilasa de sacara- de maltasa
de glucosa 'AlE/g sa MIE/g
SIE/g
II B 1 300.000 -30.000 5.000
IITI B 2 300.000 68.000 15.000
v 3 1.400.000 21.000 5.000
5 -7 30.000.000 2.500 -

Como se desprende de la tabla, aumenta la actividad
inhbidora especifica in vitro con respecto a la { -amilasa del
pénereas fuertemente segin aumenta el peso molecular de la se-
rie; asi presentan los compuestos con 5 - 7 unidades de glucosa
una inhibicidn enzimdtica in vitro 100 veces més fuerte que el
compuesto con 1 ¢ 2 unidades. La inhibicidn de sacarasa estd
mes fuertemgnie destacada en el derivado con 2 unidades, el
derivado con una unidad de glucosa inhibé, gin embargo, sélo
1la mitad de fuerte, y el miembro mds elevado presenta una acti-

vided especifica mds decayente de la inhibicidén de la sacarasa.

In vivo, transcurre la eficacia de la inhibicidn de
sacarasa aproximadamente paralelo con la actividad inhibidora
especifica hallada in vitro. Por el contrario, se ha hallado soy
prendentemente en el ensayo de carga de féculs in vivo para los

compuestos con 1, 2 46 3 unidades de glucosa una eficaciz incre-




mentada en 10 - 40 veces con respecto a la inhibicidn de la ami-

lasa in vitro.

Para producir una hiperglicemia alimentaria e hiper-

insulemia se aplicaron & grupos de, en cada caso, 6 ratas en

ayunas

a) 2,5 g de sacarosa, !
b) 2,5 g de maltosa o

¢) 1 g de fécula hervida l
p.0os en solucidén acuosa o como suspensidén. Otras & ratas recibeJJ‘.
los mencionados carbohidratos en la misma cantidad y,uadicionai;{ fi

mente, un inhibidor de hidrolasa de glucdsido en la dosificacié%: -

15

20

25

indicada.

Ademds, otras 6 ratas reciben uns cantidad correspon-~

diente de solucidn salina.

La glucosa de la sangre y la insulina del suero se mi-
den en periodos breves en la sangre del plexo venoso retroorbi-
tal. Laé determinaciones de la glucosa de la sangre se efectian
en el autoanalizador (Technicon® seguin Hoffman: J.biol.Chem.
120, 51 (1937) o enziméticamente con glucoseoxidasa o hidroclo-
rﬁro de o~-dianisidina), las determinaciones de insulina del

suero segin el método de Hales y Randle: Biochem. J. 88, 137
(1963)).
Los resultados de la inhibicidén de sacarass in fivo

(administracidn de saca}bsa) en la rata en ayunas se reflejan

en la tabla III =2 continuacidn:




Tabla IIX

——— e

Glucosa da la sangre en mg % (Valor medio + desviacifn)
Fbrmula n Dosis (SIE) 15 Mia. 30 Min. 45 Min. 60 Min.
Solucién salina 69 + 5.2 B4 {"3.'9" 791“-.! 5.9 - )
Sacaresa (Control) 117 + 11 135 + 8.1 152 + 18 -
118 1 Sacarosa + 50 SIE 105 + 11 123 + 5.2% 128 + 1l* -
Sacarosa + 100 SIE 89 £ 6.5%kk 111 + 4, léokx 116 ¢ 3,k -
Sacaroua + 200 SIE 72 4 &, 6¥kik 95 + 9,1xkk 104 4 9.6%%x -
Solucibn salina 55 + 4.5 92 + 8.5 S5 + 6.4 -
IIIB 2 Socarosa {Control) 113 + 9.9 N 126 + 20 127 + 14 -
Sacarosa + 25 SIE 71 4 3. 7%kk 100 + 7.3% 107 4 2.4%* -
Secarosa + 100 SIE S8 4 S.%ck | 92 4 402 98 + 5.0%kk -
Solucibn salina 66 + 4,6 73 + 4.3 76 + 3.9 -
v 3 Sacarosa (Control) 122 + 6.6 125 + 16.0 128 & 4.8 -
Sacarosa+25 SIE €8 # 11.4 **| 1Cl & 12.0 * 104 + 7.5 °* -
Sacarosa + 50 SIE 91 » 9.4 ** 106 £ 7.0« G4 & 9.C o -
Sacarcosa + 100 SIE BY + 7,2 ** G0 & 8,0 *e¢ 97 + 1.5 *** -
Solucibn salina 58 + 2.9 49 +3.3 54+ 6.8 63 4 5.0
Sacarosa (Controt) 197 + 11 121 + 6.0 132 +-16 132 + 6.7
- 46 | Spcorosar 25 SIE 109 + 6.4 105 + 10%* 112 + 9.1% 108 + 8, Leke
Sacarosa + 50 SIE 103 + 4.1 107 + 15 102 + 7,74+ 101 4 9,24k
’ Sacaresa + 100 SIE as + 8. 1%% 94 + 9. Gk 95 + 3,50k 85 + [
Solucibn salina 58 + 2.9 49 + 3.3 56 + 4.8 63 +5.0
Sacarosa (Control) 107 + 11 121 + 6.0 132 4+ 16 132 + 6.7
- 5-7| Sacarosas 75 SIE 102 + 11 108 + 9.6% 108 + 7,54 101 4 7.9%+
Sacarosa + 150 SIE 92 + 7.0% 100 + 8,3i%+ 109 + 3.7%f 102 & 6.3%%k
Sacarosa + 300 SIE 95 + 8.1* 84 + B,7%wx 93 + 9,0kkx 9L + 4,57k
¥ = Probabilidad comparada con el control con sacerosa = 40,05
*#*2 Probabilidad compsrada con el control con sacarosa = <0,01
[rr.

Probabilidad comparada con cl control

con sacaroaa

x

0,001
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Como se aprecia de los catos de arriba transcurre la
actividad in vivo en la inhibieidn de sacarasa paralela a la
sctividad inhibidora hallada in vitro. Asi sumenta el EDSO’
mientras disminuyen las unidades de inhibicidén de sacarasa por -

mg. Los resultados se han resumido en la siguiente tabla IV:

e

|
Teble IV 1

Inhibicién de sacarasa
Férmule Unidades de
: glucosa in vitro in vivo
SIE/mg , (ED50 mg/kg)
IIB (1) 30 3,0 |
IIIB (2) 68 0,21
v (3) 21 2,65
- (4-6) 8,5 ~ 15,30
- (5-7) 2,5 ~ 52,00

Sorprendentemente es la inhibicidn in vivo dé la diso-
ciacidén de féecula por los compuestos de férmula IIB, IIIB y V,
mucho mds alta 2 lo que-se esperaba a base de los datos hallados
in vitro para la inhibicidén de amilasa y, por lo tento, nc co-
rresponde & la muestra esperada. La tabla V a continuacidén da
los datos determinados como arriba in vivo para la rata en ayu—

nas después de administrar la fécula:




Tabla V
e :::d;:_ Glucosa de la sangre en mg, % (Vglqr,.med.io‘:. desvincibn) —'.
‘mulaio)coof Dosis  (AIE) 5 Min, 10 Min. 15 Hia, 20 Hin, 30 Hin, o5 din.
—lsa
Selucisn salina T4 + 6,2 76 43,0 82 + 9.4 N +11 76 + 5.4 90 + 9.2
Fécula (Contral) 101 + 8.8 135 + 13 146 + 4.8 151 + 9.5 148 + 18 156 + 19
1B| 1 | ricuta « 75 AIE 102 4 2.9 130 + 6.9 128 4 S.4ew | 143 £ 11 125 + 11% {132 4+ 18+
Fécula + 150 AIE 58 + 8.7 116 + 9.0% | 128 + 5.8kkk | 127 4 4.8asw | 115 4+ 5204 | 137 + 5.2
Flicula + 300 ALE 87 + 13 106 + 1.8k | 120 + 5,950 | 111 4 2. 14w+ | 108 + 5.3¢ |12 + 7.2%
Solucién salina 6L + 3.7 68 + 3.9 83 + 5.3 75 + 8.7 91 + 5.2 Fe + 1.5
Féoula (ontrol) | 85+7.9 [12047.7 [132+11 140 + 12 135 + 5.0 ‘ 128 + 14
IR | 2 | Floula ¢ 150 AIE | g5 4 7.5 105 4 4.2¢% 1120 + 6.0% 124 + 7.0¢ | 134 + 6.1 175 15.2
Ficula + 300 AIE | 79 4 8.2 97 % 2.7eek 1105 £ 100k | 118 4 6.7%% | 119 + 9,99 [ 130 4 5.9
Fécula o 600 AIE | 70 4 4.6*% | 80 + 8.8™% | 94 4 6,90 | +1634F | 103 4 9,29 {102 « 4 271
Fheuls + 1,200 MIE 70 4 700 | 84 4 7.7%wx | 88 + 7,404k | 97 + 5200 97 & 5.000x ] 100 + 4,300
Solucién salina 52 +2.3 75+7.9 57 +3.7 78 + 9.6 82 +6.5 0 +6.9
Fécula (Control) 9 +7.3 (133412 127 +9.3 | 152415 156 % 15 124 + 7.7
V| 3 fFéeulas7sonz | 864+8.5 (1074 5.0k {117 £ 8.7 |12 B A2V | 126 4 Uk | 114 4 3 6aen
Floula + 1,500 AIE | 37 4 y4a 2 £ 9.6% | 94 4 9 5wk | 113 4 9. wmk| 112 4 88wk | 111 + 4 2k
Féouls + 3,000 MIE | 65 4 5.6mex | 101 5 3300 | g2 Tl | 112 4 GSeet] 109 4 6uuwee | 104 4 2,500
Solucién salina - 55 + 4.8 63 % 5.9 67 4 5.8 2+ 4.7 66 + 5.0
Fécula (Control) - 103 £ 11 117 + 8.6 118 + 8.5 128 + 8.9 109 + 11
- 46| raculas 6.000 AIE - 99 + 4.5 118 + 5.8 {104 + 8.1% {123 + 11 107 + 7.3
{Fécula + 12,000 ATE| - S0k 5.2 | 98 % 8.2k | 99 44 lekk (117 4 6.7% (104 + 8.2
.[-‘éculn# 24,000 AIE - Th & 5.5%%% | 82 4 2.9%% | 83 43,700k [ 04 4 6630k | 85 4 6, ik
\Solucién salina - 55 + 4.8 63 +5.9 67 +5.8 2+ 4.7 €6 + 5.0
Fécula (Control) - 103 + 11 117 + 8.6 118 + 8.5 128 + 8.9 109 + 11
= | *5-7{Fécula + 6,000 AIL| B 443 10733.3% 1102 #5500 [111 4 3,006 {102 + 6.7
Fécula + 12,000 ATE . 87+ 8.6 | 944800 | s £ B.5ER | 98 & 8 3kan | SL 4 4.3
Féeulas 24,000 ATE| = T4 4 B0k | B4 4 7,200 B4 % 6,90k | 85 4 6,560k | 85 4 4.0wk
! .

% = .Probabilidad comparada con el control con fécula = ¢0,05

** = Probabilidad comparada con el eontrol con Liculs’m ¢0.01

*** = Probabilidad comparada con ¢l control con féculm = {0,001
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De los datos de arriba se desprende que misntras el
grado de la inhibicién de sacarasa, tanto in vitro, como también|
in vivo demuestra ser una clara funcidn del peso molscular,
la inhibicidn de amilasa s6lo in vitro es dependiente del peso
molecular, mientras in vivo la inhibicidn de la disociacidh de
1a fécula no disminuye segin disminiiye el pes¢ molecular, sino
que, sorprendentemente, se mantiene constante. A pesar de que
la sctividad inhibidora de emilasa in vivo disminuye con el
peso molecular, los valores EDy, de la inhibicidn de la diges-
tidén de fécula es esencialmente igual para todos los compuestos
de la presente invencién. Esto se ha resumido en la siguiente

tabla VI:

Tabla VI
Inhibicidn de Inhibicidén de la di-
A.-amilasa gestidén de fécula
Férmula Unidades
de gluco in vitro in vivo
sa AIE/mg (EDg, ma/ka)
IIB (1) ' 300 0,76
IIIB (2) 300 1,60
v (3) 1.400 1,61
- (4-6) 17.500 1,42
- (5=T) 30.000 1,00

- Por lo tanto, es sorprendentemente posible lograr con
los compuestos IIB, IIIB y V simultédneamente una inhibicidn de
la digestion de sacarosa y fécula, y esto con una dosis precisa,

previsible y caracteristica.

Los compuestos poseen, ademds, un ventajoso efecto
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con respecto a la absorcién de glucosa. Esto se aprecis de los
siguientes detos en la tabla VII (experimentos con ratas ham-

brientas) para el compuesto de férmula IIIB (nl = 2).

Tabla VII
Dosis Glucosa de la sangre en mg %
(valor medio + desviacidn)
15 min. 30 min. 45 min.
Solucién salina 72 + 4,6 78 +1,3 87 +6,8
Glucosa (control) 142 £ 12 142 $12 156 £ 19
Glucosa + 30 mg 135 + 13 128 + 5,5 132 £ 7,3
Glucosa + 60 mg 125 + 13 118 # 2,97 13049,0%
*¥ Probabilidad comparada con el control con glucosa = 0,05
¥~ Probabilidad comparada con el control con glucosa = 0,01

La purificacién de la mezcla de los miembros mds altos
de esta serie y la aplicacién en forme pura, conduce inesperada-
mente a una actividad y especificidad avn mayor. Esto se puede
demostrar mediante una comparacidén de los datos de inhibicién
in vitro de la Jl-amilasa y sacarasa indicados en le tabla II
con los datos para los compuestos puros indicados en la tabla

VIII a continuacidn:
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Tabla VIII

Nimero de Inhibicidn de Inhibicidén de sacarasa
unidades de ol-amilasa
glucosa AIE/g SIE/g

4‘ 670000-000 DO I '7'1000

5 57.000.000 3.500

6 42.000,000 1.200

7 24..000.000 60

8 5.000.000 10

Los resultados anteriores muestran la alta actifidad
del compuesto de 4 unidades de glucosa en el papel de un jnhibi-
dor de o{-amilasa. También los compuestos con 5 ¥ 6 unidades
muestran una actividad inhibidora especifica considerablemente
superior a la halléda en los preparados hasta ahora conocidos.
Una disminuoién'della actividad inhibidore se presenta seguin
sumenta el peso qolecular, tal y como se puede apreciar en los
compuestos con 7 y 8 unidades de glucosa, a pesar de que éstos
aun presentan ccnsiderable actividad inhibidora. En la inhibicié
de sacarase in vitro parece estar en dependencia inversa del
peso molecular. Ei compuesto con 4 unidades de glucosa presenta
aproximadamente 1/10 de actividad especifica que el compuesto
con 2 unidades de glucosa, mieniras la actividad inhibidora del

compuestos con 8 unidades de glucosa es s6lo reducida.

Los compuestos se pueden aplicar sin diluir, por ejem-
plo, como polvos o en una cédpsula de gelatina o en combinacidén

con un excipiente en una composicidén farmacéutica.

_ Los preparados farmacéuticos pueden contener una can-
tidad mayor o mds pequefia del inhibidor, por ejemplo, 0,1 %
hasta 99,5 %, en combinacién con un exciplente inerte, no tdéxi-
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co, farmacéuticgmente compatible, pudiendo contener el excipien-
te uno o varics diluyentes sélidos, semisdélidos o liquidos,
materiales de carga y/o agente auxiliar de formulizaeidén no
téxico, inerte y farmacéuticamente compatible. Tales preparados
farmacéuticos se presentardn preferentemente en forma de unida-
des de dosificacién, es decir, unidades conteniendo unes éanti-

dad fisicemente ‘discreta determinada del inhibidor, que cérres-

| pondan a una fraceidén o a un miltiplo de la dosis, que es nece-

saria para provocar el efecto inhibidor deseado. Las unidades

de dosificacidén pueden contener 1, 2, 3, 4 6 més dosis ingivi-
duales o 1/2, 1/3 6 1/4 de una dosis individual. Una dosis indi-
viduael contiene preferentemente una cantidad suficiente dé sug-
tancia active para lograr en una aplicacidn segin un esquens

de dosificacidén previamente determinado de una o varias unida-
des de dosificacidn el efecto inhibidor deseado, admin;stréndose
una'entera, medig o un tercio o un cuarto de la dosis diaria
generalmente una, dos, tres 6 cuatro veces al dia. Tembién se
pueden adminisirar otros agentes terapéuticos. Si bien la dosi-
ficacidén y el esquema de dosificacidén en todos los casos deberd
estar esmeradamente equilibrado, aplicando el juicio profesio-
nal, bien basado y teniendo en consideracidén ia edad, la clase
y la gravedad de le enfermedad, se encontrard la dosificacién

: 5 de AIE/kg

y entre aproximadaménte 1 hasta aproximadamente 1 x 104 de

generslmente en un margen entre unos 30 hasta 3 x 10

SIE/kg del peso corporal por dia. En algunos casos se logrard
asi un efecto terapdéutico suficiente con una dosis reducida,

mientras, en otros casos, Serd necesaria una dosis mayor.

La aplicacidn oral se puede realizar empleando unida-
des de dosificacidn sdlidas y liquidas, tales como, por ejemplo,
polvos, tabletas, grageas, cdpsulas, granulados, suspensiones,

soluciones y similares.
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Los polvos se preparan por desmenuzacidn de la sustan-
cia a un tsmafio adecuado y mezcla con un excipiente farmacéutico
asimismo desmenuzado. Si bien, generalmente se emplea un carbo-
hidrato comestible, tal como, por ejemplo, fécula, lactosa,
sacarosa 0 glucosa normalmente para esta flnalldad y aqui’ tam—
bién se pueden emplear, es, sin embargo, deseable utilizar un
carbohidrato no metabollzable, tal como, por ejemplo, un deri-

vado de celulosa.

También se pueden emplear simulténeamente edulcorantes,
aditivoa sazonantes, agentes de conservacidén, agentes de disper-

gidén y colorantes.

Las cépsulas se pueden obtener.por preparacidn de la
mezcla pulverulenta arriba descrita y llerado ea cépsulas‘de
gelatina ya formadas. La mezcla pulverulenta se puede iezclar
antes del proceso de llenado con lubricantes, tales como, por
ejemplo, gel de silice, talco, estearato de magnesio, estearato
de calcio o polietilenglicol sélido. La mezcla se puede mezclar
asimismo con wn desintegrador o facilitador de la disolucién,
tal como, por ejemplo, agar-agar, carbonato de calcio o carbona-
to de sodio para mejorar en la ingestidén de las cédpsulas la acce

sibilided sl inhibidor.

ILa preparacibén de las tabletas se efectida, por ejem-
plo, mediante la preparacidn de una mezcla pulverulenta, basta
o de grénulo fino, y adicidén de un lubricante o desintegrador.
De esta mezcla se forman las tabletas. Una mezcla pulverulenta
se prepars mediante mezcla de la sustancia que se ha desmenuza-
do en forma adecuzda y se agrega un diluyente u otra sustancia
excipiente como arriba descrito. En caso dado se agrega un aglu-
tinante: por ejemplo, celulosa carboximetilica, alginatos, ge-

latina o polivinilpirrolidonas, un retardador de la disolucidn,
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tal como, por ejemplo, parafina, un acelerador de la resorbeidn,
por ejemplo, una sal cuaternaria y/o un agente de absorcién,

tal como, por ejemplo, bentonita, caolina o fosfato dicdlcico.
La mezcla pulverulenta se puede granular junto con un aglutinan-
te, tal como, por ejemplo, jarabe, pasta de féculsa, nueiiego |
de mcacia o soluciones de material celuldsico o material polime-
ro. Despuéds se pasa el producto a través de un tamiz grande.
Como alternativa se puede dejar pasar la mezcla pulverulen%a

a través de una miquina tabletadora y los trozos irregularhénte
formaedos se pueden desmenuzar s tamafio de particula. Para que
los grinulos formados no se Queden atascados en las toberas for-
madoras de tableta se pueden dotar de un lubricante, tal cbﬁo,
por ejemplo, dcido estedrico, sal de estearato, talco o aceite
mineral. Esta mezcla asi preparads se prensa entonces en forma
de tabletas. Las sustancias activas se pueden reunir con exci-
pientes inertes de libre fluidez bajo surpresién de las etapas
de granulacidn y desmenuzacidn. E1 producto se puede dotar de un
revestimiento protector claro u opaco, por ejemplo, de un reves-
timiento de laca, un revestimiento de azicar o de sustancias
polimeras o un revestimiento pulido de cera. Los colorantes se
pueden agregar a estos revestimientos para poder diferenciar en-

tre las distintas unidades de dosificaciénm.

Las formas de preparado a administrar por via oral,
tales como, por ejemplo, soluciones, jarabes y elixires se pue-
den preparar en unidades de dosificacidn, de manera gque una
cantidad de preparado determinada contenga una determinada can-
tidad de sustanciz activa. Del jarabe se puede preparar disol-
viendo la sustancia activa en una solucidn acuosa, que tenga
sazonantes adecuados; los elixires se obtienen empleando exci-~
pientes alcohdlicos no téxicos. Las suspensiones se obtienen por

dispersién del compuesto en un excipiente no téxico. También se
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pueden agregar facilitadores de la disolucidén y emulsionantes,
teles como, por ejemplo, alcoholes isocestearilicos y ésteres

de sorbita polioxietilénica, agentes de conservacién, aditivos
mejoradores del sabor, tales como, por ejemplo, aceite de menta

o sacarina y similares.

Sobre las cdpsulas se pueden indicer prescripciones
de dosificacién. Ademds, la dosificacién se puede aseguraﬁ; de
manera que la sustancia activa sea cedida en forma retar@éé@,
por ejemplo, por retencidén de la sustancia activa en sustancias

polimeras, ceras osimilares.

La toxicidad de estos compuestos es muy reducida. Tam-
bién sin purificacién final, por ejemplo, el producto en bruto
del ejemplo 8, que tiene una actividad de 26.000 SIE/g es tole-
rado, sin que se presenten efectos secundarios al adminigtrar
340.000 SIE/kg sl ratdén y rata p.os. También en las inyeccionés
intravenosas toleran los ratones 10.000 SIE/kg sin efectos se-

cundarios.

Las composiciones farmacéuticas de la presente inven-
cidén pueden contener también otros combuestos farmacéuticamente
activos, especialmente otros antidiabéticos orales, tales como,
por ejemplo, derivados de Urea sulfonilica (3-citotrdpice y

biguanidas reductoras del nivel de azucar de la sangre.

Adicionalmente a las compcsiciones farmacéuticas arri-
ba mencionadas se pueden preparar también alimentos conteniendo |

estas sustancias activas; por ejemplo, azicar, pan, productos

de pasteleria y consevas, tales como, por ejemplo, mermelada,
habiéndose agregado & estos productos una cantidad terapéutica~
mente activa de como minimo uno de los inhibidores de la pre-

sente invencidn.
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Explicacién de algunos reasctivos y agentes asuxilisres empleados:

Como intercambiador‘de jones se pueden emplear, por
ejemplo, los productos que se encuentran en el mercado Amberli-
te TRA 410 C1~ (intercambiador de aniones); Amberlite IRC 120
(forma H+) (intercambiador de cationes fuertemente dcido):
Amberlite (forma HCOB’) (intercambiador de aniones); Amberlite
IRA 410 OH <{intercembiador de aniones fuertemente bdsico):
Amberlite IRC 50 H+ (intercambisdor de cationes débilmenie dci-
do) /merca de la firma Rohm and Haas Company/, asi como Dawex
50 WX 4H} (intercagbiador de cationes fuertemente dcido) [ﬁarca
de la firme Dow Chemical Co. Midland, Michigan, USA/.

Como intercambizdor de eniones a basé de celulcsa
se puede eﬁplear, por ejemplo, celulosa DEAE éde la firma
Schleicher und Schilll.

Como gel de poliacrilamida se puede emplesr, por
ejemplo, bio-gel P-2 /marca de la firma Bio-Rad Leboratories,
Richmond, Californis, USA/.

Maltzina es un extracto de melia natural de la firma
Diamalt AG, Miinchen (Repiiblica Federal Alemana).

Lewapofﬁ es una resine de absorcidén inespecifica de

| 1a firma Bayer AG, Leverkusen (Repiblica Pedersl Alemana).

Clarcel es un agente auxiliar de filtracidén de la fir-

ma CECA, Velizy-Villacoublay, Francia.

SE 30 es un elastémero de silicona de la firma
Hewlett Packard.

Los microorganismos empleados & contiruacidn estén de-
positados en American Type Culture Collection bajo los siguien-

tes nimeros:
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Cepa ATCC-N 2.
SE 50 (CBS 961.70) 310 42
SE 18 (CBS 957.70) 310 41
SE 82 (CBS 615,71) 310 45
SE 50/13 (CBS 614.71) 310 43
SE 50/110 (CBS 674.73) 310 44
Ejemplo 1

Un fermentador de vidrio conteniendo 8 litros de solu-
cién nutriente de la composicién 5,0 % de féculae, 1,0 % de ‘ex~
trecto de levadura, 0,2 % de K2HP04 se inyecta con un matréi
agitador de 3 dias de edad de la cepa SE 50/13 (GBS 614.71)'y
se incuba bajo intensa agitacién y ventilacién durante 3.diés 8
28°%C y se obtiene qn caldo de cultivo con 105.000 AIE/cc;

6 litros de este caldo de fermentacidn se ajustan
después de enfriar a 20° con HNO3 semiconcentrado a un pH de
2,5, se mezecla con 30 g de carbdén activo Carboraffin y se agita
durante 10 minutos. A continuacidn se centrifuga durante 15 mi-
nutos a 10.000 rpm y lo sobrenadante clarc, amarillo palido se
concentra a 500 cc después de neutralizar con NHB' Los 500 cc
de concentrado se agitan durante 45 minutos con 200 g de Amber-
1ite IRA 410 C1 , se separa por sucqién y se mezcla con 4/5
Vol. = 400 cc de metanol para precipitar la cantidad principal
de los productos de degradacidn de féeula de alto peso molecular
(junto con los restos de carbém activo aun existentes). Se cen-
trifﬁga durante 5 minutos & 5.000 rpm. Los 850 cc de sobrenadan-—

te se gotean bajo intensa sgitacidén en 4 litros de alcohol seco.

veces con slcohol seco y 2 veces con éter y se seca en vacio a

50°C. Rendimiento: 36 g de un polvo blanco con 10 x lO6 AlE/g.
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En algunc de los ejemplos 2 continuacidén se emplea este prepara-
do. )

Iphibicidén de enzimas en placas de capa delgada

Para enjuiciar el producto finel de las fermenté#;ones
y de la composicidn de los preparados medianté cromstografie de
capa delgada se aplica 1 ul de los caldos de fermentacibn ¢
un 1 ug de los preparados sobre léminas terminadas de gel de
silice (firma Schleicher y Schiill, Dessel, Tipo F 1500) y se
revela 2 veces en n-butanol/etanol/agua = 50/30/20. '

Para el feﬁido de inhibicidn de sacarasa se pulye;iza
la placa fevelada y bien secada con gel de enzima (20 chpléca
de 20 x 20 cm) y se deja'solidificar el gel. Después se inc@ba
previamente durante 5’ en una cdmara humeda a temperaturé ambien
te y a continuacién se pulveriza plenamente con gel de sustrato.
Después de solidificar esta segunda capa de gel se introduce la
placa en una cédmara hymeda y se incuba a 40°C. Bl tesiido de in-
hibieidén (manchas claras, fondo marrén rojizo) se revela en
60 - 90’. En el momento del desarrollo de color dptimo se inte=-
rrumpe ¥ la placa con las capas de agar, que se encuentran sobre

glla,se secan con aire caliente empleando un ventilador.

Preparacidn de los geles:

Gel de enzima: 1,5 g de agarosa (L’Industrie Biologi-
que Francais) se suspenden en 100 cc de tampdn de Na-maleineato
0,2 m pH 6,0 y a2 continuacidén se disuelve por hervor. La sclucid
de agarosa clara se enfria a 5000 ¥y sSe mezcla con 2504p1,de SO~
lucidn de Triton X - 100 (2 g de Triton X-100 + 8 g de etanol
p.a.) ¥y 0,5 cc de solucidn de disnisidina (20 mg de dianisidina/
1 cc de acetona) bajo agitacidén. Directamente antes del uso del

gel se agrega 1 cc de reactivo GOD/POD (12,5 mg de glucoseoxida-

B
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sa, grado de pureza I, firma Boehringer, ¥y 2,5 mg de peroxidasa,
grado de pureza II, liofilizado, firma Boehringer, disuelto

en 5 cc de tampén de maleinato) y 4 a 5 unidades de sacarasa
del intestino delgado porcino. El gel se ha de mantener a 50°C

hasta su pulverizacidén, ya que, en caso contrarlo, solldlflca

en las toberas durante el proceso de pulverlzacldn. Ry

Gel de sustrato: 0,5 g de agarosa se suspendenfé# 100
cc de tampén de Ne-maleinato, pH 6,0, y se disuelve bajo- hervor.
Se enfria a continuacién a 50°C, se mezcla con 100 pl de Triton
(2 g de Triton X-100 + 8. g de etanol p.a.) y se agrega 1 g de
sacarosa (Serve N2 35579). Después de disolverse la sacarcsa

el gel estd listo para su uso.

Para el tefiido de la inhibicidn de amilasa se pul&eri-
za la placa DC revelada y secada con un gel de amilasa (2d‘cc/
placa de 20 x 20 cm) y se deja solidificar. Después de una incu-—
baeidn previa durante 5’ a temperatura asmbiente se introduce
la place con la capa de gel en una solucién de fécula al 0,5 %
(1 g de fécula, Merck n? 1252, se disuelve en 200 cc de tampdn
de glicerofosfato 0,2 m, Oa012 0,01, pH 6,9, bajo hervor) y
se deja durante 2’ a 40%C bajo sgitacién de la solucién. Después
se enjuaga la plaéa bien con agua destilada y para el tefiido
de la fécula n6 disociada se introduce en una solucidn de 12
diluide (4 cc de solucidn bdsica de I, por 500 cc de H20; solu~-
¢idén base I 2,2 gde 1, + 4,4 g de KI disueltos en 100 cc
de HZO)' Después de 1 minuto el tediido es dptimo. Se fotografia

inmediatamente, ya que las manchas azules palidecen répidamente.

Preparscidn del gel de amilasa:

1 g de agarosa se disuelve en 100 cc de tempdén de gli-|
cerofosfato sédico 0,2 m/CaCl2 0,01 m, pH 6,9 a IOOOC, después
de enfriar a 50°C se agregan 100 ul de Triton X-100 (2 g de Tri~
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ton X-100 + 8 g de etanol p.a.). Directamente antes de la pulve-
rizacidén se.agregan 100 ml de una suspensidén cristalina de
emilasa (10 mg de smilasa de pdncreas porcins/cc de solucidén de

NH4-sulfato saturada, firme Boehringer.

Ejemplo 2 i;

Si un metraz de Erlenmeyer de 1 litro de capacidad con
120 cc de una solucidén nutriente compuesta de un 4 % de fééﬁla,
2,4 % de glucosa, 0,9 %Vde hidrolizadc de caseina y 0,9 % .de
extrescto de levadura, pH ajustado con NaOH a 7,6, mezclado con
0,4 % de CacO, 3¢

inyecta con 3 ce de un cultivo previo de la cepa SE 82 (bésf

y esterilizado durante 30 minutos a lZlOC‘se

615.71), cultivado en un caldo nutriente compuesto de un 2 %

de fécula, 1 % de glucosa, 0,5 % de hidrolizado de caseina y un
1 % de extracto de levadura, pH ajustado a 7,2 con NaOH, mezcla-
do con un 0,4 % de CaCO3

12100, y cultivando durante 5 dias a 28°C en una mdquina agita-

y esterilizado durante 30 minutos a

dora circular, Se obtiene una solucidén de cultivo con 122.000
AIE/cc. Para la elaboracidn se separa el micelo de la solucio-
nes de cultivo reunidas por centrifugacidén a 12.000 rpm, 300 cc
del filtrado de cultivo se ajustan con HNO3 semiconcentrado &
un pH de 2,5 y se agita durante 10 minutos con 2,5 g de carbdn
activo p.A. Despuds de separar el carbdn a 12.000 rpm se mezcla
la solucidn neutralizada a un pH de 6 con KOH 10-n con 300 cc
de metanol, se deja reposar brevemente y a 12.000 rpm se libera
del precipitado. Si lo sobrenadante se gotea en 3 litros de
etanol, el precipitado se aisla después de reposar brevemente
por centrifugacién a 12.000 rpm, el precipitado se lava dos ve-
ces con etanol gbsoluto y une vez con éter y se seca en vacio,
se obtienen 2,23 g de un producto con 7,45 x lO6 AIE/g, que en

mds de un 95 % contiene compuesto con n, L n, = 4 y més unidades
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de glucosa.

Ejemplo 3

Inyectando un matraz de Erlenmeyer de 1 litro de capa-
cidad con 120 cc de una solucidn nutriente de la comp091c16n
3,5 % de glucosa, 2 % de fécula, O 5 % de hidrolizado de casel-
na, 1,3 % de extracto de levadura, 0,3 % de CaCO3 vy 0,3 %.de
K2HPO4, ajustado 2 7,8 antes de la esterilizacidn 30'/12i?é;
se inyecta con 6 cc de un cultivo previo de la cepa SE 50/110
en una solucién nutriente compuesta de 3 % de harina de so;a,
3 % de glicerina y 0,2 % de CaCO3 y se cultiva durante 3 - 4
dias en una mdguina agitadora circular a 24 C, se obtiene- un

caldo de cultivo, que contiene 153.000 AIE/cc y 12.200 SIE/ll-

tro.

1 litro de solucidn de cultivo se ajusta con HNO3 a
un pH de 2,5, se aglta con 5 g de carbén activo dursnte 10 °
Yy a cont1nuac16n se centrifuga durante 30 a 5000 rpm. A conti-
nuacidén se neutraliiza mediante adlclén de 25 g de Amberlite IRA
410 (forma OH ). Lo sobrensdante neutro se rota a 100 cc, se
mezcla con 100 cc de metanol y se filtra. El filtrado se intro-
duce y agite en 2 litros de alcohol seco, el precipitado obteni-
do se separa por succidn y después de lavar 3 veces con acetona

y éter se seca en vacio.
Rendimiento 14 g de un polvo blanco eon 5 X 106 AlE/g,
que contiene principalmente compuesios con como ninimo nl + n2 =

4 unidades de glucosa.
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Ejemplo 4

Prgbajando segin el ejemplo 3, pero, sin embargo,
cbn 0,5 % de fécula se obtiene después de una fermentacidn de
4 dias un caldo de cultivo con 40.000 AIE y 184 SIE/ce. El caldo
de cultivo contiene una mezcla de lgs gompqgstos de la presente

invencidén, que tienen como minimo una unidad de glucosa.

Ejemplo 5

Inyectando un matraz de Erlenmeyer de 1 litro dé*capa—
cidad, que contiene 120 cc de solucidn nﬁtriente de la composi-
cidén 3 % de glucosa, 0,6 % de hidrolizado de caseina, 1,6.%
de extrecto de levadura, 0,3 % de CaC0,, 0,3 % de KEHPO4;:f§
ajustado a 7,8 con KOEH antes de la esterilizacidn, con un culti-
vo previo de la cepa SE 59/110 (CBS 674.73) segun el ejempib 3
y cultivando durante 4 dfas a 24°C en una mdquina de agitacidn
circuler, se cbtiene un caldo de cultivo con 10.800 SIE/litro,
que contiene principalmente el compuesto de la presente inven-

¢idén con una unidad de glucosa.

5 litros de filtrado de cultivo, separado del micelo

a 13.000 rpm, se ajusta con HNO, semiconcentrado & un pH de

2,5 y se agita durante 15 minutis con 55 g de carbdn activo
("Merck") y 200 g de Clarcel. Deéspués de separar los sélidos
por suceidn se neutraliza con amoniaco concentrado & un pH de

7, la sdlucidn se concentra a 1,5 litros y se precipita con 5
veces su cantidad de etanol. El precipitado coposo resultante

se separa mediante un rotor de paso a 12.000 rpm y lo sobrenadan:
te amarillento se concentra a 150 cc y pera la separacién de

las reducidas partes de material sin disolver se centrifuga con
reducido: mimero de revoluciones. 50 cc de esta solucién se in-

troducen en una columna llenzda con Amberlite IR 120 (forma
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H+) (30 x 300 nm; 30 cc de H20 por hora). Después de haber reco-
gido, en total, 300 cc de eluado, que contiene sacdridos inertes
gsi como una parte de componentes activadores de la inkibicidn
no absorbidos, se traslada el intercambiador con unos 400 cc

de H20 a una copa de vidrio y bajo agltaclén Se agrega amonlaco
concentrado hasta alcanzar un pH de ll 5 Despues de agluar
durante otros 30 minutos se separa del intercambiador, se eon—
centra a 1/20 del volumen, se filtra a través de una columna
(20 x 150 nm) con Amberlite IRA 410 (forma HCO ‘Y ¥ a una velo-
cided de flujo de 30 cc/hora se recogen unos 500 cc de eluado,
que se concentran y que después de liofilizar dan 1,3 g de pro&ug

$0 en bruto.

Para la ulterior purificacién se fracciona el preps-
rado en bruto en bio-gel P-2, 100 - 200 mellas (firma Bio-Rad,
Miinchen). Para ello sirve una columng de 50 mm didmetro y
450 mm de longitud, gue se acciond con H20 a una velocidad de
flujo de 40 cc/hora, recogiéndose las fracciones de cada 10 ce.
Todas las fracciones se comprobaron mediante el ensayo antrdni-
co respecto a los carbohidratos, asi como mediante el enssyo de
inhibicidn de sacarasa con respecto a los componertes activos
en sentido inhibidor. Las fracciones que contienen inhibidor
de sacarasa se comprobaron, ademds, por cromatografia de capa
delgada seguin el ejemplo 1 con respecto a su contenido en com-
ponentes individuales. Aquellss fracciones, que contienen el
compuesto con una unidad de glucosa, se reunieron, concentraron
y liofilizaron. Se obtienen 35 mg de la sustancia con 0,3 x 106

AIE/g y 30.000 SIE/g.

Ejemplo &

Inyectando matraces de Zrlenmeyer de 1 litro de capa-

cidad, ‘en cada caso con 120 cc de una solucidén nutriente de la
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composicidn 5 % de fécula, 1 % de extracto de levadura, 0,2 %
de K2HP04,.en cada caso con 2 cc de un cultivo previo segin el
ejemplo 3, Se obtienen después de una incubacidén durante 3 dias
a 28°C soluciones de cultivo con el siguiente rendimiento en

inhibidor de amilasa:

Cepa AiE?éc'v'“

SE 50 (CBS 861.70) 37.000 7
SE 50/13 (CBS 614.71) 109.000 -
SE 50/110 (CBS 674.73) 53.500

que principalmente se compone de una mezcla de compuestos con 4

0 mds unidades de glucosa.

Ejemplo T

Inyectando matraces de Erlenmeyer de 1 litro de capa-
cidad, en cada céso con 120 cc de solucidn nutriente de la com-
posicién 1,3 % de maltosa, 3,5 % de glucosa, 0,5 % de hidroliza-
do de caseina, 1,3 % de extracto de levadura, 0,3 % de CaCO3,
0,3 % de K_HPO

274
el ejemplo 3, se obtiene, después de una incubacidén dursnte

en cada caso con 2 cc¢ de un cultivo previo segin)

4 dias en méquinss de agitacidén circulares a 2400, con distintes

cepas los siguientes rendimientos:

Cepa 7 SIE/cc AIE/cc
SE 50 (CBS 961.70) 25 5380
SE 50/13 (CBS 614.71) 14,8 1460
SE 50/110 (CBS 674.73) 57,9 755

que principalmente se componen de una mezcla de los compuestos

con 4 o menos unidades de glucosa.
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Fjemplo 8
Inyectando un fermentador com 100 litros de solucidn

nutriente de la composicién 3,5 % de glucosa, 2,5 % de maltzina,
0,5 % de hidrolizado de caseina, 1,3 % de extracto de levﬁqgra,
0,3 % de CaCOS, 0,3 % de K2H‘PO4 y 0,1 % de agente antiespymaﬁte
con 5 litros de un cultivo previo segin el ejeumplo 3 ¥y se'%ncu-
ba bajo agitacién y ventilacién durante 5 dfas a 24°C, se obtie-
ne una solucidn de cultivo con 73.000 SIE/litro, que conﬁiéﬂe
principalmente el compuesto de la presente invencién con pi+n2 =

2‘

90 litros de preparado de fermentacidn se ajustaron
con micelo en el medidor de pH con HNO3 concentrado a unrgﬁ;dé
2,5 y bajo agitacién se mezeld con 900 g (= 1 %) de carbdén acti—
vo (Merck) para la absorcidén de la cantidad principal de los co-
lorantes formados. Se agita durante 15 minutos, se separa a tra-
vés de una centrifuga a 3.000 rpm del micelo y la cantidad prin-
cipal del carbén y lo sobrenadante se filtra, finalmente, bajo
adicién de 3 kg de Clarcel a través de un filtro de presidn.

Se obtienen Gl litros de filtrado claro, marrdn amarilento, con

un contenido en SIE de 60.000 SIE/litro.

El filtrado se ajusta con NH3 concentrado a un pH
de 7 y para la absorcidén de la sustancia activa se agita duran-
te 30° con 1.300 g (2 %) de carbén activo (Merck). Se filtra a
través de un filtro de presidén y el sedimento de carbdm activo
se lava 3 veces con 10 litfos de agua destilada. & continuacidén
se introduce el carbén bien seco y se agita en 3 veces 4 litros
de acetona al 50 % a un pH de 2,5 en cada caso durante 15’ para
desorber la sustancia activae del carbén. Los desorbatos acetd-
nicos se reunen después de separar'el carbdén por filtracidn.

El desorbato reunido se concentra en el evaporador rotativo a
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250 cc y se mezcla con el mismo volumen (250 cc) de metanol y
se filtra a través de un filtro de pliegues. ELl filtrado

(480 cc) se gotea bajo fuerte agitacidn en 5 litros de acetona.
El precipitado obtenido se separa por succidén y se lava 3 veces
con acetona y éter. A continuacidn se seca en vac1o a 35 C
Rendimiento 230 g con 8500 SIE/g.

25 g del producto en bruto de arrlba se dlsuelven en
1 litro de H20 ¥ se agita con 300 g de Dowex 50 WX 4 H (200 -
400 mallas) durante 30°. La resina se separa por filtracién y
gse lava 3 veces.con 2 litros de HCL 0,00i-n. El Dowex lavado se
suspende a continuacidn en 500 cc de HO y la suspensién.se-
5 8l 25 % a

un pH de 9,0. & continuacidn se desorbe aun 2 veces, cada una

2
ajusta en el medidor de pH mediante adicidn de NH

con 500 ce- de NH3 gl 0,6 %, los desorbatos se rednen y en el
evaporador rotativo se concentra a 100 cc. Para descolorear es-
te concentrado se agita con 2 g de celulosa DEAE (firma
Schleicher und Schilll N2 02035, 0,6 mVal/g) durante 5 minutos,
después se centrifuga. Lo sobrenadante amarillo pdlido se mezclal
con el mismo voldmen (100 cc) de metanol y se después se gotea
bajo intensa sgitacidén en 2 litros de acetona. ELl precipitado

se separa por succidn, se lava con acetona y éter y se seca en

vacio a 35°C. Rendimiento 4,2 g con 26.000 SIE/g.

Para la ulterior purificacidn fina se filtran los
4,0 g de inhibidor en porciones de 0,5 g a través de bio-gel
P-2. Para ello se apliceron, en cada caso, 0,5 g del preparado,
disueltos en 10 cc de H20, sobre una columna de bio-gel P-2
(200 = 400 mallas, firma Bio-Rad) del didmetro 5 cm y de la lon-
gitud 95 cm. Se reveld en agua con una proporcidn de flujo de
80 cc/h. Se recogieron 12 cc de fracciones. De todas las frac-

ciones de determind el contenido total en carbohidrato (en forma
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de ensayo antrandnico como extincidn en E620)’ asi como el con~-
tenido en inhibidor de sacarasa e inhibidor de amilasa. Ademés
se comprobaron las fracciones por cromatografia de capa delgada

(teffido de inhibicidn de enzima segin el ejemplo 1).

Las fracciones, que contienen los compuestos conf4 -
6 unidades de glucosa se reinen, se concentran en vacio a lO ce
y Se precipita mediente goteado en 200 cc de alcohol seco._l
El precipitado se separa por centrifugacidn, se lava con aceto-
na y éter y se seca en vacio; rendimiento de 4,0 g de inhibidor
en bruto: 0,2 g de los compuestos con 4 - 6 unidades de glucosa
con 17,5 x 106 ATE/g y 8.500 SIE/g. Las fracciones conteniendo
el compuesto con 3 unldades se éaboraron en igual forma efec-
tudndose la precipitacién con 200 cc de acetvonaj rendlmlento
de 4,0 g de inhibidor en bruto: 0,1 g del compuesto con n, g2

n2'= 3, con 1,4 x 106 AIE/g y 21.000 SIE/g. De las fracciones

conteniendo el compuesto con n, *+n, = 2 (precipitado con aceto-

na) se aislaron 0,9 g del compuesto con n, tn, = 2 unidades con
0,3 x 106 AIE/g y 68.000 SIE/g.

Ejemplo 9

Si 3 fermentadores pequeiios, cada uno con 8 litros de
capacidad, con la solucién nutriente de 7,% % de maltzina, 0,3 %
de hidrolizado de caseina, 0,7 % de extracto de levadura, 0,3 %
de CaCO3, 0,3% de K HPO4 se inyecta con un 5 % de un cultivo
previo de la cepa SE 50/110 (CBS 674.73) (obtenida segin el ejem
plo 3), se obtiene después de un incubacién durante 5 dias a
24°C un caldo de cultivo con 73 SIE/ce, que contienen principal-
mente el compuesto con n:L n, = 2. Después de centrifugar
(307, 3000 rpm) para la separacién del micelo se obtienen 20,5
1itros de una solucién de cultivo marrén oscura con 67.000

SIE/1. Se gjusta con HNO3 2 un pH de 3,5 y para eliminar el co-
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lor se agregan 60 g de Lewapol (Ca 9221, gramulometria 0,35 mm,
firma Bayer)/l = 1,23 kg de Lewapol. Después de agitar durante
20’ se separa por succidn a través de un £iltro Seitz K 3.

La solucidén de cultivo descoloreada se neutraliza con NH3 §18,5
litros, 67.000 SIE/1). Se agita a continuacidén para la sbsoreidn
de la sustancia activa con 20 g de darbén activo/l = 3702 y°
se sigue esgitando durante 30’. A continuacidén se separa pd%
filtracién a través de un filtro Seitz K3, que estd alimeniado
con una capa del sgente auxiliar de filtracién Clarcel. El: fil-
trado (17,5 litros, 3600 SIE/1l) se desecha. El residuo dercgr-
bono se lava 3 veces con 2 litros de agua desfilada. Para-la
desorbeién de la sustancia activa del cerbén se agita éste 3
veces consecutivas, en cada caso con 1 litro de acetona al éo.%
durante 157, ajusténdose el pH con HCLl concentrado a 2,5. Lés
desorbatos se reunen (2,4 litros, 371.000 SIE/1). En este desor-
bato se introducen 20 g de Dowex H%/l (Dowex 50 W X 4, H+, firma
Serva Heidélberg) = 46 g de Dowex y se agita durente 20°, A
continuacién se separa la resina por filtracidn (fraccidn Dowex
I) y se lava ulteriormente con algo de acetona al 75 %. BL £fil-
trado y el liquido de lavado (3 litros = 215.000 SIE/1) se agi-
tan con 60 g de Amberlite IRA 410 (formz OH ) (firma Serva
Heidelberg)/l haste alcanzar el pH de 7. A continuacidén se sepa-
ra por filtraecién y el filtrado (2,3 1, 2139.000 SIE/1l) se mezcla
con 72 g de Dowex H+ v se agita durante 20 minutos. E1 pH se
mantiene en. 3,0 dejando colgada una bolsa de nylon porosa llena-
da con Amberlite IRA 410 OH . A continuacidén se separa por fil-
tracidn del Dowex (fraccidn Doﬁex I1), el filtrado (2,6 1,
27.000 SIE/1l) se desecha. |

Las fracciones de Dowex I y II =se lavan cada una en
forme independiente tres veces con acetona a2l 75 % a2 un pH de

3,9 ¥ a continuacidn se desorbe cada vez 3 veces, en cada caso
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con 100 cc (fraccidn Dowex I) 6 bien 150 ce (freccidn Dowex II)
con NH3 al 0,6 %. En la primera desorbeién, en la que la canti-
dad de amonfaco no fué suficiente para la meutralizacién de la
resina Dowex, se ajusté mediante adicidn de NH3 concentrada

en el medidor de pH un pH de 9. Los tres desorbatos de la’frac~
¢ién Dowex I y II se reunieron, se Goncentraron en el evaédra4
dor rotativo casi hasta sequedad, se recogieron en 50 ce .de
H0, se ajusté en el medidor de pi con HCL a un pH de 3 _-2423
se mezeld con 50 cc de metanol. Las soluciones se gotean en 1,5
litros de acetona absoluta bajo agitacién, el precipitadéuob-
tenido se separa por succidén y se lava 3 veces con acetona, asi
como una vez con éter. Se seca en vacio. .
Rendimiento: Fraceidn I 6,5 g 25.000 SIE/g

Fraceidn II 12,3 g 36.000 SIE/g.

Le fraceidn I y II contienen como componentes activos
inhibidores principalmente el compuesto de la presente inven-—

¢idén con m:L + n2 = 2 ademds de reducidas partes del compuesto

, H, = 3.

La tabla & continuacidn sefiala las actividades inhibi-

doras de sacarasa del preparado en escalas consecutivas:
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Rendimiento
Volimen SIE/1 SIE total Rendi-
(1) miento
en SIE
1l)solucidn de cul 20,5 67000 1 373 500 100
tivo
2)después del des e v g e IR
coloreamiento 13,5 67000 1 306 500 _:95
de Lewapol
3)después de ad- 18,5 3600 66 600 (4,8
sorpcidn de desecha
carbén activo ) _ do)
4)1%F desorveto 0,7 74200 519 400) 37,8)
5)2¢ " 0,9 329000 296 100)8835Q00.21,6)64
6)3%F 0,8 85000 68 000) 5,0)
7)desorbato mixto 2,4 371000 890 400 64,8
(4-6)
8)después de 1la 18
adsorpcidén de Dowex 3,0 215000 645 0CQ
9)después de neutrali 2,8 219000 613 200
zacién.con IRA CH
10)después de 22 ad- 2,5 27000 67 500 (4,9
sorpcidn de Dowex desecha~
do)
1l)desorbatos NH, reu 0,29 682000 197 780 14,4)
nidos de la frdcecidn )
Dowex I 360,9
12) * de la fracecidén 0,45 1 419000 638 550 46,5)
Dowex II
13)Precipitacidn
Praceidn I 6,5 & 25000/g 162 500 11,8)
Precipitacidn ;44’0
Fraccién II 12,3 g 36000/g 442 800 32,2

14
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Ejemplo 10

ZOO.g de un preparado como se ha deserito en el ejem—
plo 1 se disuelve en 940 cc de agua destilada y 60 cc de HZSO4
concentrado y se calienta durante 4 horas bajo reflujo (temnera-
ture interior: 98 - 100 C temperatura del bafio de acelte.,l40 %
Le solucidén marrén negruzca enfriada se mezcla con 10 g de car-
bén activo (Merck Art. 2186) y se agita durante una horsa. Des—
pués se separa el carbén activo por succidn, se lava con agua Yy
el filtrado se ajusta con aproximadamente 250 cc de KOH 10-n a
un pH de T a 8. La solucidén se agita durante una hora con 50 g
de carbén activo. El carbdén se separa por succidén, se lava con
2 1itros de agua y el filtrado se desecha. Para la desorpclén
se dirigiere el carbdén durante la noche con 2 litros de aledhol
21 30 %. Finalmente se separa el carbén por succidn y le soiu-
cidn alcohélica se concentra en el gvaporador rotativo. Resi-
duo: 6,2 g. Esfe producto en bruto (6,2 g) se disuelve en 500
¢c de agua.y se agita cuidadosamente durante una hora com 30 g
de Amberlite IR 120 (forma H+). El intercambiador se separsa por
succién y se lava con agua destilada hasta que el filtrado esté
neutro ¥ libre de glucosa. El intercambiador se agitdé entonces
con 25 cc de NH3 al 25 % en 1000 c¢c de H20 durante la noche,
se separdé y desechdé. E1l filirado se concentrd en el evaporador

rotativo. Residuo: 3,7 &

Pera la ulierior purificacién se efectud una cromato-
grafia en celulosa. 4,5 g del material desorbido del intercambigz
dor se aplican sobre una columna de 1 m de longitud y 3,5 cm de
ancho llenada con celulosa. Como eluyente se emplean primeramen-
te etanol/H 05 5:1, para eliir el compuesio de la presente inven-
cién con n, = 1 se empled primeramente etanol/H 0 3:1. Con una

velocidad de goteado de 20 gotas por minuto se recogieron frac-
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ciones de 14 cc cada una. Las distintas fracciones se comproba-
ron por cromatografia de capa delgada. Las fracciones 47 - 85.
suministran después de la concentracidn 1,6 g de un compuesto
seguin la presente invencidn con una unidadrde glucosa, ligera-
mente tefiido marrén. Las impurezas colorantes no tienen cuanti-
tativamente importancie alguna. Como- resina- inoolora se obtiene
el compuesto con nl + n2 = 1 cuando la etapa de purifieaéién
se efectia con intercambiador de iones fuertemente deido y no

por el procedimiento de fandas, sino en una columna.

Ejemplo 11

200 g de un preparado como en el ejemplo 1 se diéuel-

ve en 940 cc de agua destilada y 60 cc de HZS concentrado y

0
se calienta durante 1/4 horas bajo reflujo (teiperatura inte-
rior: 98 - iOOPC; temperatura del baflo de aceite: 14000). La
solucidn marrén negruzca enfriade se mezcla con 10 g de carbdn
activo (Eerck, Art. 2186) y se agita durante una hora. Después
se separa el carbdn activo por succidn, se lava con agua y el
filtrado se ajusta con unos 250 cc de KOH 10-n a un pH de 7 =
8. La solucidn se agita durante una hora con 50 g de carbén ac-
tivo. El carbdén se separa por succildn, se lava con 2 litros de
agua y el filtrado se desecha. Para la desorbcidn se digiere el
carbdén durante la noche con 2 litros dedleohol al 30 %. Final-
mente se separa el carbdén por succidn y la solucidn alcohdlica

se concentra en el evaporador rotativo. Residuo: 8,0 g.

El residuo se recoge en 15 cc de H,O y se aplica &

una columna llenada con 50 g de Amberlite IR2120 (forma H+)
(altura: 20 cm, didmetro 2,4 cm). Se deja trabajar con 3 gotes/
minuto y se lava ulteriormente con agua (12 gotas/minuto),
hasta que estén retirsdos todos los componentes no bisicos.

Después se elﬁyen los productos bdsicos de la columna con NH3
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el 0,5 % (12 gotas/minuto) y la solucidn acuosa se seca en. el

evaporador rotativo. Residuo: 4,1 &.

2 g de este residuo se disuelven en poca agua y se
aplican en una columna llenada con Sephadex G-15 (altura: 200
cm; didmetro: 3,0 cm). Se eluye con agua. Con una velocidad de
flujo de 8 cc/hora se recogen fracciones de cada vez 2 cc.i?
Las distintas fracciones se comprueban por cromatografia dé ca-

pa delgada. Las fracciones 85 - 94 suministran 280 mg del eom—

puesto con nl + n2 5 con una actividad especifica de 50. OOO
SIE/g. S
Ejemplo 12

Si se incuban 2 g de un preparado como descrito'eh el
ejemplo 1 en 60 cc de tampén de glicerofosfato sédico 20 mMi
pH 6,9 y 1 ol en CaCl2 con 1 g de «-amilase de Aspergillus
spec. (OLRVA n¢ 13418) bajo agitacidn constante durante 120 ho-
raes a 37 ¢, a conbinuacidén se calienta durante 5 minutos a 100 %
y se centrifuga a 4000 rpm de 1o insoluble, se obtiene después
de la 1ipfilizacién de la solucidn 1,9 g de un producto con
3500 SIE/g ¥y 2 X 106 AIE/g. Coumprobando este producto mediante
cromatografia de capa delgada y coloresmiento de inhibicidn de
sacarasa como descrito en el ejemplo 1, se aprecia gque como COm~

puestos activos inhibidores esencialmente se encuentran los com-

puestos con n, tn,= 1, 2 y 3 segin la presente invencién.

Ejemplo 13

"si se incuban 2 g de un preparado como en el ejemplo
1 en 30 cc de tampén de acetato 20 mM del pH 4, 8 con 1,25 mg
de (S—amllasa de batate (BOEHRINGER) bajo agitacidn constante
durante 120 horas a 37 C, a continuacidén se calienta durante 5

minutos a 100 ° y se centrifuga a 4000 rpm de lo insoluble, se
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obtiene, despuds de la liofilizacidn de la solucidnm, 1,5 g

de un producto con 1800 SIE/g y 3,8 x 106 AIE/g. Comprobando
este producto mediante cromatografia de capa delgada y colorea-
miento de-inhibicién de sacarasa como descrito en el ejemplo i,
se aprecia que como compuestos actlvos inhlbldores sSe presentan
esenclalmente 1os COmpuestos de 1a presente 1nven016n con

nl + n, = 2y 3.

Ejemplo 14

Inyectaﬁdo en un matraz de Erlenmeyer de 200 cc de
capacidad llenado con 25 cc de una solucidn nutriente de la.
2HPO, 0,2 % de (NH4)2804, 0,05 % de MgSO4,
0,05 % de KCl, 0,01 % de FeSO4,

crito en el ejemplo 1, con una suspensidn de esporas de la cepa

composicidén 0,1 % de K

2 % de un preparado comoc des-

Asp.niger ATCC 11394 y se incuba a 28%¢" en una méquina agitado-
ra circular baje después de 6 dfas el titulo AIE de 210.000

Simultdneamente aumenta el contenido en SIE/cc de 7,0 a 72
SIE/cc.

20 cc de una solucién incubada durante 10 dias con la
suspensidén de esporas se centrifugd para la separacién del mice-
1o durante 30 minutos a 3.000 rpm. Los 15 cc de scbrenadante
(72.000 SIE/1) se desalaron agitando durante 30 minutos con 2 g
de Amberlite IRC 50 H+ y 1 g de Amberlite IEA 410 OH  (conduc-
$ibilidad inferior a 2 m S cm'l) Se separa por filtracidn y
el flltrado se deja pasar con 5 cc/h a través de una columna
equilibrada con Dowex H en HC1 0,001-n, (didmetro 1 cm x 10
em). A continuacidn se lava ulteriormente con 200 cc de HC1
0,001-n. Para la desorpcidén se bombea solucidén de NH3 0,6 %

a través de 1z columna (10 ecc/h) ¥y se recogen fracciones de 5

cc. Las fracciones, que contienen actividad inhibidora de la
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| equilibrado). Como eluyente sirvié el mencionado tampén de fos-

sacarasa se rednen, se rotan en el evaporador rotativo a 2 cc
y se mezcla con 2 cc de metanol. Esta gsolucién se ajusta a un
pH de 3 - 4 y se hace precipitar mediante goteado en 100 cc

de acetona. ELl precipitado se separa por suceidbn, se lava con
acetona y éter y se seca en vacio. Rendimiento: 26 mg con'’'*
28.000 5IE/g, compuesto de compuestos doh’ﬁi %“hé =2y 371;3‘
obtencidén del compuesto puro con n, + n2 2 de este producgto
se efectia como indicado en el egemplo 8 por filtracidn da gel
a través de una columna con bio-gel P-2. Se obtienen 7 mg del

compuesto con ny +n,= 2 de 60.000 SIE/gz.

Ejemplo .15
2 1itros de filtrado de cultivo, Qque se obtienerie

un preparado de'fermentacién como descrito en el ejemplo 5 por
centrifugacién del micelo a 13.000 rpm y que tiene una activi-
dad de 13.000 SIE/g, se agita para reducir el contenido de sal
(conductlbllldad del filtrado de cultivo: aprox. 10 mS. ca ) con
500 g de una mezcla de 2,5 partes de Amberlite IRC 50 (forma

H ) y 1 parte de Amberlite IRA 410 (forma OH’) durante una hora.
El intercambiador se separa, la solucidén se concentra a algo
menos de 100 c¢c y para retirar los componentes insolubles se
centrifuga a 20.000 rpm durante 15 minutos. Lo sobrenadante se
completa a 100 cc; éste presenta ahora una conductibilidad de
3,5 ms.cm—l y para su ulterior limpieza se aplicd a una columna
(55 x 400 mn) con P-celulosa (SERVA N2 45130; preparada segin
nétodos conocidos y en tampén de fosfato eménico 5 millj pH 5,53

fato; la velocidad del flujo ascendidé a 90 cc/hora, y se reco-

gieron fracciones de 18 cc de volumen.

Después de haber comprobado las fracciones del eluado

en su contenido en carbohidratos (mediante ensayo antrénico)
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y componentes inhibidores de la sacarasa (mediante ensayo de
inhibicidn de sacarasa), se reunieron aquellas fracciones, que
en el ensayo antrdénico demostraron estar casi libres de carbohi-
dratos y en el ensayo inhibidor de sacarasa demostraron ser es-
pecialmente eficaces (fracciones 60 - 170), se concenira a 150
cc y se filtra a través de una columna (50 x 300 mm) con Amber-
lite IRA 410 (forma HCO3

cidn se recogid el eluado en fracciones (10 cc por fracecidu en

’). Para mejor control de la desicniza-

20 minutos) y se comprobd en fosfato (mediante reactivo de

molibdato de .dcido ascérbico: en su mayoria negativo) e inhibi-
cidén de sacarasa (ensayo de inhibicién de enzima). Las fraccio-
nes activas de la inhibicidn (3-30) se reunieron, se conbéﬁtra—
ron y liofilizaron, se volvieron a disolver de nuevo y se liofi-

lizaron para obtener 280 m de inhibidor en bruto.

Para la ulterior purificecidén se fracciona el inhibi-
dor en bruto en bio-gel P-2 como descrito en el ejemplo 6.

De las fracciones,que contenian el compuesto puro con n:L & n2 =

0,3 x 106 AIE/g y 35.000 SIE/g.

Ejemplo 16

Para la obtencién de derivados de aminoazidcar con 5 -
7 unidades de glucosa se parte, por ejemplo, de un preparado,

tal y como se ha descrito en el ejemplo 1.

Para ello se disolvieron 30 g del preparado segun el

ejemplo 1 en 250 cc de H.O0. La conductibilidad de esta solucidn

2
asciende a 10 ms.cm-l, el pH a 5,5. Para su desalado se mezclé
la solucidén con 60 g de Amberlite IRC 50 H+ (intercambiador de
cationes débilmente écido, que liga los derivados de aminoazicar

en solucidn acuosa s6lo en huellas) y 20 g de Amberlite IRA 410

OH  y se agita durante 20 minutos. El filtrado (conductibilidad
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0,5 ms.cm_l, pH 3,5) se ajusta con HCl l-n a un pH de 3,0
(conductibilidad 0,6 mS3. cm’l) Esta solucidn se bombea con 42
cc/h a través de una columna (didmetro 2,5 cm, altura 40 cm,
equilibrada en HC1 0,001-n llenada con Dowex 50 W (H’ ), ya
continuacidén se lave ulteriormente con 2 litros de HC1l 0,00L~-n.
Después de lavar la columna se eluye con' 1,2 % de amonlaco ecuo-,
so y se recogen fracciones de 10 cc. Las fracciones lnhibltorl-
camente activas se retnen, el amonigco se extrae en vaclc y Jla
solucidn se concentra a continuacién en vacio a 30 cc. Medlan-
te goteado en 600 cc de alcqhol seco se precipita, el precipita-
do se separa por succidn y se seca en vacio después de laver

con alcohol y éter. Rendimiento 4,4 g con 26,5 x 106 AIE/giﬂ

Cada vez 0,5 g se aplicaron para la purificacién,%ina
sobre una columna preparativa de bio-gel P-2 como descrito en
el ejemplo 8 y se reveld. Se reunieron las fracciones, gue con—
tienen deSpﬁés de DC (tefiido de inhibicidn de emilasa) compues—
tos con n, + n, = 5 - 7, se concentran en vacio y se precipitan
como arriba descrito con alcohol seco. Rendimiento de O, 58
de producto en seco: 0,2 g de derivados de aminoazicar con nl &
n, = 5 - 7 con 30 x 106 AIE/g ¥y 2.500 SIE/g.

Bjemplo 17

Este ejemplo muestra cbémo los compuestos de la pre—

sente invencidn se pueden eluir de 1os intercambiadores de catio-

nes bajo condiciones dcidas.

Se llena una columna del didmetro 1,5 cm con 30 &
(peso en humedo) de Dowex R 50 W x 4, (Hé) 200 - 400 mallas en
HC1 0,001-n. A comtinuacién se bombean 500 cc de desorbato mix-
%o (400.000 SIE/1, pH 2,5, 60 % de acetonz), obtenida segun el
ejemplo 9 (tabla mimero 7) en aproximadamente 1 hora a través

de la columna y & continuacidén se lava con 500 ce de HC1
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0,001-n. Bajo estas condiciones se eluyen sélo actividad en
huellas. A contihuacidn-de dato se desorbid con HC1l 0,0125-n,
registrindose la conductibilidad o el indice de refraccidn del
eluado de la columna. Ademds se comprobd el contenido en SIE
del eluado. Las fracciones activas 74 - 100 se reunieron y se
neutraliaron mediante adicién de Amberlite IRA 410 OH , desruds
se concentrd a 5 cc, se reaccioné con 5 cc de metanol y se pre-
cipité mediante gbteo en 200 cc de acetona. Después de lever

con acetona y éter se secd en vacio.
Rendimiento 1 g del compuesto con ) o= 2 con 65.000 SIE/g.

De las fracciones previas -.activas se pueden obtexner

los compuestos con nl + n2 = 3 ¥ 4 unidades de glucosa.

Este procedimiento de la desorbcidn dcida permite,
por lo tanto, contrario a la desorbcidén alcalina, un fracciona-

miento de los distintos derivados de aminoazicar de esta serie.

‘81 la sustancla preparada como arriba descrito con 4
8 8 unldades de glucosa se somete a este procedimiento liofili-
zéndose solamente los eluados neutralizados, se obtienen las

siguientes fracciones superiores individuales:

m +m,=4 = 67.000 AIE/mg
n, L n, = 5 = 57.000 AIE/mg
By + n, = 6 = 42.000 AIE/mg
n +n,=7 = 24.000 AlE/ng
n, tn, = 8 = 5.000 AIE/mg
Ejemplo 18

El procedimiento de degradacidn de P-amilasa arriba

descrito se realiza como sigue.

100 ‘mg de compuesto se disuelven en 1,9 cc de tampdn
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de acetato sédico 20 mM (pH 4,75) y se mezcla con 0,1 cc de
(p-emilasa de batata (BOEHRINGER; 5 mg/cc; 500 E/mg). La mezcla
se mantiene.dﬁrante 48 horas a 37°C y se calienta durante 5
minutos a 100°C y a continuacidén se centrifuga a 4500 rpm para
retirar le albimina precipiteds y otras impurezas. Toda ia -
mezcla se aplica entonces en una columna ¢on bio-gel P—2{téiéme—
tro 22 mm; 100 cm de longitud; termoestatizado a 65°C) y é}
eluye con agua & una velocidad de flujo de 25 cc/hora. Elféluado
se conduce a través de un conductdémetro y un refractémetfﬁ alta-
mente sensible con cubetas de paso. Se recogen fracciones de
cada vez 2,5 cc. Las fraccionés se pueden comprobar con feéfecto
a su actividad inhibidora de amilasz o de sacarasa o0 medié%ke el
ensayo antranénico respecto a su contenido en carbohidrato.:Los
electrolitos que provienen del tampén y el preparado enzimdhico
se eluyeh con el voliumen en exceso y los productos de degrada-—
cidén con peso molecular decreciente. la separacién total de los
compuestos, cuyo peso molecular se diferencia poco, se efectua
por recycling chrbmatography bajo las condiciones arriba descri-
tas. Las fraqciones,‘que contienen los productos a aislar se

retvnen y se liofilizen.

Ejemplo 19

Para la separacién de los compuestos isémeros con 3
unidades de glucosa se aplican 10 g de une mezcla de isdmeros
disuelta en agua sobre unz columna llenada con Dowex® 50 W x 4
(H+). La columna se lava primeramente con ague hasta que el
elusdo eatd neutrc y despuds se eluye con dcido clorhidrico
0,025~-n. Se recogen fracciones de cada vez 3 cc y se comprueban
por cromatogrefia de ecapa delgada. La cromatografiz de capa del-
gada se efectiaen placas de gel de silice silanizadas (MERCK,
Repiblica Federal Alemena) con 100 : 60 : 40 : 2 de acetato de
etilo & metanol & agua + 25 % de amoniaco en triple revelado.
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El compuesto de férmula IV recorre una mayor distancia desde el
punto de partidé que el compuesto de férmula V. La fraccién

215 hasta 272 conteniendo los 6 g de isdmeros con la férmula V
y las fracciones 288 hasta 294, que contienen los 600 mg de isé-
mero con la fdérmula IV, se reunen, se neutraliza con Amberlite
IRA 410 (OH ) y se concentra. S '

La actividad inhibidora de sacarasa in vitro de los
isémeros de fdérmula IV zislados segun este procedimiento es de
19.000 SIE/g.

Ejemplo 20

Preparados adecuados de los compuestos con nl~; n, 2 4
se pueden obtener por cromatografia de permeacién de gel circu-
lar (recycling gel permeeation chromatography) segun el siguien—

te ejemplo:

6,0 g=del preparado en bruto obtenido segin el ejemplo
8 6 17 de compuestos con n,otn, =4y 5 se liberan de las mez-
clas de sal por disolucidn del material en amonfaco 1 nM y apli-
cacidn de esta solucidén en unz columna (didmetro 50 ce; longitud
100 cm) llenada con Sephadex G-lO‘EZ La columna se eluye con
emonfisco 1 nM y el eluado se vigila con ayuda de un refractdme-
tro de flujo y de un conductémetro con una célula de paso. El
eluado se puede comprobarltambién por cromatografia de capa del-
gada en placas de gel de silice (n-butanol : etanol : agua =
45 : 35 : 20).Se recogen las fracciones, que ccntienen el mate-

rial a purificar y se liofiliza (rendimiento: 4,4 g).

2,0 g de este material se aplica para ulterior separa-
cidn en una columna (didmetro 50 mm; longitud 100 cm), llenada
con bio-gel P-2 ®, 200 a 40C mallas. La columna se termoestati-
za 2 6500 ¥y s¢ eluye con agua a una velocidad de flujo de 80 cc¢/
h.
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TLas fracciones sin consumir y aquellas fracciones que
conticnen sal, que pudieran aun estar presentes después de la
cromatografia de Sephadex, se desechan. El sistena, compuesto
de columne, bomba de impulsidn, refractémetro y conductdmetro
de flujo se cierra y la solucidén se conduce en circuito & iravés
del gel. EL progreso de la separatifh se’ comprueba mediante vigi
lencia constante del indice de refracecién y de la conductihili-
dad. Se ha alcanzado una separacién suficiente después de éfpir—
cuitos. Se vuelve a conectar de nuevo la columma al depdsito de
reserva del disolvente y la columna se eluye recogiéndose'éh ca-
da caso fracciones con un voldmen de 16 cc. Las fracciones se
comprueban por cromatografia de capa delgada como arriba'géécri—
to y se recogen las fracciones, que contienen 1los compuestos pu-

ros y las fracciones intermedias y se liofiliza. Rendimientc:

1 KN n2 = 43 420.mg del compuesto Eon

= 5 y 100 mg de material menos separado de las fraccio-

600 mg‘dél.compuesto con n

1+ 8
nes intermedias.

n

Descrita suficientemente.la naturalezg del invento,
asi como la manera de realizarlo en la prdctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus-

ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren su

principio fundamental.
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RETVINDICACIONES

1.- Procedimiento para la preparacidn de amino-azi-

cares, de fArmula general:

CH, OH
=1 ° O ) o CH GH,OH
~
2 - '-
KO OH N {
. ‘/"' HO ON'%

en la que nq oS un entero de 1 a 8 ¥ n, es ) o un entsro 8efi
a 8, de modo que 14 + n, Sea igual a 3 = 5, estando dicho Cbg
puesto sustancialmente libre de isémeros estructurales del mis
mo cuando m + n, = 3 6 4y estando sustancialmente livre. de-
compuestos homdlogos  de férmula (I) cuando ny +n, = 5 4 méé}
caracterlzedo “porque cepas del orden Actinomycetales, en espe-
cial de la familla Actinoplanaceae se cultivan aeroblcamente
en caldos nutrlentes sdlidos o liquides, que contengan produg-
tos de partida para carbono y nitrdégeno, asi como sales, el
caldo de fermentacién se elabora y los compuestos individuales
Se separan y se aislan, y los miembros, en caso dado, de orden
mas alto de firmula I, se degraden por hidrélisis quimica o
enzimdtica.

'2,- Prancedimiento para preparar una composicién far
mecéutica, caracterizado porque comprende mezclar, como ingre-—
diente activo, un compuesto de férmula (1), con un diluyente
sélido o gaseoso licuado o con un diluyente 1iquido distinto
a un disolvente de un peso molecular inferior a 266, excepto
en presencia de un agente de superficie activa,

3.- Procedimiento segfn la reivindicecién 2, carsc-
terizado porque la composicidn se prepara en forma de una so=

lucidn acuosa esteril o isotdnica.
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4.- Procedimiento segin la reivindicacidn 1, carac-
terizado pordue el ingrediente activo se mezcla en una canti-
dad de 5,5 a 95 % en peso.

5.- Procedimiento para la preparacidn de amino-azli-
cares, tal y como queda susbancialmente descrito en la pre -

P

sente memoria, e ilustrado en los dibujos adjuntos.

Esta Memoria consta de 67 hojas escritas a mAquina

¢ a2

por una sola .cara, R
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