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DESCRIPCION
Extractos de Phaseolus vulgaris precipitados con etanol, su uso y formulaciones
Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a los extractos obtenidos de las semillas de plantas del género Phaseolus, y el
procedimiento de su preparacion.

Mas concretamente, la presente invencion se refiere a los extractos de semillas de Phaseolus vulgaris, que se
caracterizan por su contenido en inhibidores de la a-amilasa y fitohemaglutininas en proporciones establecidas que
reducen la absorcion de la glucosa originada en los almidones de la dieta, y reducen el apetito tras su administracion
repetida.

Técnica anterior

El inhibidor de la a-amilasa (aAl) es una glicoproteina contenida en las semillas de las judias (Phaseolus vulgaris) que
inhibe la actividad enzimatica de la amilasa de origen animal, y especialmente de la amilasa humana, de manera
diferenciada y dependiente de la especie. Este inhibidor, que fue purificado por primera vez por Marshall y Lauda en
1974 (J. Biol. Chem., 250 (20), 8030-8037, 1975), ha despertado interés por los efectos que su actividad inhibidora de
la amilasa pancreatica puede ejercer sobre la absorcion intestinal de la glucosa (derivada de la hidrdlisis enzimatica
del almidén) y, sobre todo, por su posible aplicacion en la industria alimentaria. Los carbohidratos son una importante
fuente de calorias y contribuyen a la sintesis de las grasas en las personas con predisposicion a la obesidad o la
diabetes de tipo Il. En la naturaleza, en la evolucién de la especie, la disponibilidad de alimentos para la supervivencia
era intermitente, por lo que la capacidad de acumular energia en exceso de la cantidad necesaria para su uso
inmediato era esencial. Las células adiposas, desarrolladas en diferentes partes del cuerpo, se encuentran entre los
lugares donde se acumula la energia, de manera que esta facilmente disponible cuando el cuerpo la necesita. Este
sistema fisioldgico, orquestado por las secreciones endocrinas y neuronales, permite a los seres humanos sobrevivir
durante largos periodos, incluso en ausencia de alimentos. Sin embargo, en caso de alimentacién abundante, de
sedentarismo y de razones genéticas asociadas al estilo de vida de los paises industrializados, el sistema aumenta
de forma incontrolada los depdsitos de energia adiposa con consecuencias adversas, como el defecto de belleza,
seguido de una sobrecarga del sistema cardiocirculatorio. Uno de los principales problemas es la obesidad, que ha
alcanzado niveles elevados en algunos paises, como los Estados Unidos de América. La obesidad es la principal
causa de enfermedades cardiovasculares, hipertension y diabetes. El exceso de peso, que es comun tanto en hombres
como en mujeres, hace que el sujeto consuma cada vez mas alimentos y el resultado es un deterioro de la salud.
Dado que el exceso de glucosa en la sangre provoca un aumento de los depdsitos de energia, la disponibilidad de
sustancias que reducen la absorcion de la glucosa es muy importante.

La demanda mundial de sustancias contra la obesidad ha llevado a la investigacion y el estudio de alimentos que
contrarrestan la progresiva acumulacion de peso corporal.

A Los inhibidores de la amilasa han sido identificados desde hace mucho tiempo en diferentes legumbres y maiz, y se
han realizado ensayos clinicos especificos en los ultimos afios, con resultados mixtos. Segun el procedimiento de
preparacion utilizado para la concentracion y el aislamiento de esos inhibidores, los resultados han sido contradictorios,
ya que muchos preparados comerciales demostraron carecer de actividad efectiva in vivo. Segun los primeros estudios
de Layer, Carlson y Di Magno (Gastroenterologia, 88(6): 1895, 1902, 1985), este problema se debe aparentemente al
alto grado de dilucion del inhibidor en preparados altamente impuros; de hecho, se ha demostrado que los preparados
de inhibidor purificado son activos en a-amilasa cuando se introducen directamente en el lumen intestinal.

Los procedimientos fragmentarios descritos en la literatura para la preparacion de los inhibidores de la a-amilasa
implican la extraccion con tampon fosfato y la insolubilizacion de las proteinas con sulfato de amonio, y no proporcionan
ninguna selectividad. Los extractos obtenidos contienen altas concentraciones de fitohemaglutininas y deben ser
diluidos para obtener extractos con un nivel de toxicidad aceptable. Aparte del aspecto bioldgico, los procedimientos
conocidos incluyen algunas etapas que dificultan la preparacion de un producto que sea a la vez activo y seguro. Los
problemas que surgen durante la extraccion con tampones de diferente fuerza iénica y pH se deben a la alta
concentracion de contaminantes de proteinas y polisacaridos, que los hacen muy viscosos, lo que da lugar a problemas
de baja filtrabilidad y a tiempos de procesamiento mas largos. Como se trata de extracciones acuosas, existe también
un alto riesgo de contaminaciéon microbiana del extracto de proteina, que es dificil de controlar, especialmente en el
caso de los preparados altamente viscosos. Todas estas condiciones conducen a una pérdida de producto y dificultan
la obtencion de extractos finales con un bajo titulo de fitohemaglutinina y la correspondiente estandarizacion
multicomponente. Se han utilizado diversos procedimientos para resolver el problema de la limitacion de las
fitohemaglutininas, incluidos los tratamientos térmicos, que conducen a la descomposicion no sélo de las
fitohemaglutininas, sino también de los inhibidores de la a-amilasa, con el resultado de que los productos obtenidos
son escasamente activos. En la practica, los productos que se comercializan tienen un contenido muy bajo de dAl.
Otros productos demasiado enriquecidos en inhibidores de la amilasa a causan desagradables problemas de
flatulencia cuando se administran en grandes dosis.
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Descripcion de la invenciéon

Los productos segun la invencion se preparan por extraccion con un medio acuoso o hidroetanol y precipitacion con
mezclas adecuadas de etanol y agua.

Sorprendentemente, se ha encontrado que el uso de mezclas hidroetandlicas en extractos acuosos de frijol
adecuadamente concentrados produce extractos enriquecidos con un contenido de inhibidor de la a-amilasa que tiene
una actividad de entre 1.000 y 1.600 USP/mg (titulo de HPLC de entre 6 y 14% p/p) y un contenido de fitohemaglutinina
de entre 8.000 y 30.000 HAUY/g, por lo que puede formularse en productos para uso dietético a dosis suficientemente
bajas para obtener el resultado deseado. Ademas de esta importante ventaja, el procedimiento al que se refiere la
invencion produce una reduccion significativa del nimero de microbios. Otra ventaja considerable es la posibilidad de
obtener un producto final enriquecido en (aAl) inhibidor, con relaciones de fitohemaglutinina definidas.

El procedimiento de la invencién comprende la extraccion de la biomasa con tampones que tienen un pH que oscila
entre 3y 6,5, preferentemente un pH de 3,5-5,5, e incluso mas preferentemente un pH 4, a temperaturas de entre 2 'y
25°C, y preferiblemente entre 4 y 18°C, y la posterior separacion del extracto de la biomasa por centrifugacion.

Los tampones adecuados para la extraccion suelen ser tampones de fosfato, citrato o acetato o tampones de
aminoacidos dicarboxilicos, preferentemente de fosfato o citrato. Las mezclas de agua-alcohol tamponadas también
pueden utilizarse como disolvente de extraccion.

Segun los extractores utilizados y el ciclo de extraccion, se utilizan de 5 a 20 volumenes de tampodn por parte de la
droga, preferiblemente de 10 a 12,5 partes, y la mezcla se remueve durante 1 a 4 horas, preferiblemente 2 horas; la
biomasa puede extraerse tres veces mas con una cantidad adecuada de tampédn, y en cualquier caso hasta que se
agote su contenido de inhibidor de la amilasa y fitohemaglutinina a.

Los extractos combinados se clarifican por filtracién o centrifugacion y se concentran en el vacio a una temperatura
de entre 25° y 35°C, preferentemente 30°C, o por ultrafiltracion (corte de 10.000 Da) hasta un volumen correspondiente
a aproximadamente el 10% del peso del extracto después de la centrifugacion.

El extracto acuoso concentrado se precipita luego con etanol afiadido a una concentracion final de entre 60 y 70% v/v,
preferentemente 65% v/v, operando a una temperatura de entre 18° y 30°C, y preferentemente entre 20° y 25°C.

El precipitado obtenido puede ser centrifugado y/o filtrado, redisuelto en agua desmineralizada y reprecipitado en un
60% de etanol para reducir la parte salina. Alternativamente, puede ser diafiltrado a través de una membrana con un
corte de 10.000 Da. El sedimento de la precipitacién, que constituye el extracto segun el invento, se seca.

Si se utilizan estos procedimientos, se puede obtener un extracto con las siguientes caracteristicas:
e Titulo de HPLC: 2 6% < 14% p/p
e actividad inhibidora de la a-amilasa: = 1.000 < 1.600 USP/mg

e Actividad hemoaglutinante: = 8.000 < 30.000 HAU/g

La eficacia de los extractos se ha ensayado en ratas tratadas con dosis de 200 y 400 mg/Kg al dia, con libre acceso
al alimento consistente en una dieta especial enriquecida con almidén. Durante el tratamiento los extractos segun la
invencion reducen el consumo de alimentos de manera significativa, mientras que el consumo de agua permanece
inalterado.

El producto, segun la invencion, es perfectamente tolerado, y puede ser incorporado a formulaciones farmacéuticas o
de dieta en dosis que oscilan entre 50 y 1.000 mg, para ser tomadas en las comidas principales. El extracto puede ser
incorporado en formas bebibles o similares, para ser tomadas como supresores del apetito.

Los ejemplos que se presentan a continuacion ilustran la preparacion y las ventajas de la invencion.

EJEMPLO 1: Preparacion de un extracto de judias enriquecido con aAl obtenido por extracciéon con tampon
de citrato y precipitacion con etanol.

Una suspension de 150 g de harina de frijol en 1,5 L de acido citrico 5,75 g/L se agité durante 3 horas a +4°C.

La suspension fue centrifugada, y el centrifugado acuoso se concentré 7,5 veces (residuo seco: 15,0% p/p). El
concentrado se diluyé con un 95% de etanol hasta una concentracion del 65% de etanol para obtener un precipitado
que se recupero por centrifugacion a +22°C. El sélido recogido se secé al vacio a una temperatura no superior a 50°C.
El producto obtenido (rendimiento 2,36%) tenia una actividad inhibidora de la amilasa de 1.050 U/mg, una actividad
hemaglutinante de 9.000 HAU/g, y un titulo de HPLC de 7,3% p/p.

EJEMPLO 2: Preparacion de un extracto de judias enriquecido con aAl obtenido por extracciéon con tampon
de citrato y precipitacion con etanol
3
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Una suspension de 150 g de harina de frijol en 1,5 L de acido citrico 5,75 g/L se agit6é durante 2 horas a +22°C.

La suspension fue centrifugada, y el centrifugado acuoso se concentr6 10,5 veces (residuo seco: 17,1% p/p). El
concentrado se diluyé con un 95% de etanol hasta una concentracion del 65% de etanol para obtener un precipitado
que se recupero por centrifugacion a +22°C. El solido recogido se secd al vacio a una temperatura no superior a 50°C.
El producto obtenido (rendimiento 3,5%) tenia una actividad inhibidora de la amilasa de 1.600 U/mg, una actividad
hemaglutinante de 18.600 HAU/g y un titulo de HPLC de 10,0% p/p.

EJEMPLO 3: Preparacion de un extracto de judias enriquecido con aAl obtenido por doble extraccion con
solucion hidroalcohdlica (30% de etanol) de dcido citrico y precipitacién con etanol.

Una suspension de 100 g de harina de frijol en 1,0 L de una mezcla 70:30 de agua y etanol, que contiene acido citrico
4,6 g/L, se agitd durante 2 horas a +22°C.

La suspension se centrifugo, la fase liquida clara se descarto, y el sedimento se sometié a un nuevo ciclo de extraccion
con 750 mL de agua. La fase liquida de la segunda extraccion se combiné con la primera, y se concentré 4,3 veces
(residuo seco: 4,78% p/p). El concentrado se diluyd con un 95% de etanol hasta una concentracion del 70% de etanol
para obtener un precipitado que se recuper6 por centrifugacion a +22°C. El sélido recogido se seco al vacio a una
temperatura no superior a 50°C. El producto obtenido (rendimiento 0,88%) tiene una actividad inhibidora de la amilasa
de 1.570 U/mg, una actividad hemaglutinante de 27.000 HAU/g, y un titulo de HPLC de 13,6% p/p.
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REIVINDICACIONES

1. Extracto obtenible por extraccion a partir de semillas de Phaseolus vulgaris con mezclas de etanol y agua,
caracterizado por un contenido de inhibidor de la a-amilasa entre 1.000 y 1.600 USP/mg (titulo de HPLC entre 6 y
14% p/p) y un contenido de fitohemaglutinina entre 8.000 y 30.000 HAU/g.

2. Procedimiento de preparacion del extracto segun la reivindicacion 1, que comprende:

a) Extraccion de semillas de Phaseolus vulgaris con tampones acuosos con un pH que oscila entre 3 y 6,5,
y posterior separacion del extracto de la biomasa, que puede seguir extrayéndose con el tampédn si es
necesario hasta que se agoten los inhibidores de la a-amilasa y las fitohemaglutininas;

b) Filtracién o centrifugacion de los extractos combinados, y concentracion a un volumen correspondiente a
aproximadamente el 10% del peso del extracto después de la centrifugacion;

c) Precipitacion diferencial del extracto acuoso concentrado con etanol diluido, a una concentracion final de
alcohol de entre 60 y 70% v/v;

d) Separacion del precipitado y la re-precipitacion del agua desmineralizada con un 60% de etanol, o la
diafiltracion a través de una membrana con un corte de 10.000 Da, y el secado del residuo de la precipitacion.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que se utilizan tampones de fosfato, citrato o acetato, tampones de
aminoacidos dicarboxilicos o soluciones hidroalcohdlicas tamponadas.

4. Uso de los extractos segun la reivindicacion 1 para la preparacion de una composicion util como supresor del apetito.

5. Férmulas farmacéuticas y dietéticas que comprenden como ingrediente activo los extractos segun la reivindicacion
1 en dosis que oscilan entre 50 y 1.000 mg y un adyuvante y/o portador(es) fisioldgicamente aceptable(s).
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