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DESCRIPCION
Polimeros solubles de glucosa altamente ramificados
Sector de la técnica

La invencion tiene como objeto polimeros solubles de glucosa altamente ramificados que presentan un bajo
contenido de azucares reductores, una tasa de enlaces glucosidicos a-1,6 notablemente elevada, un intervalo
estrecho de altos pesos moleculares y un perfil de distribucion de las longitudes de cadenas ramificadas
absolutamente particular.

La invencion se refiere igualmente a polimeros solubles de glucosa altamente ramificados que presentan una baja
viscosidad intrinseca.

La invencion destina mas particularmente estos polimeros solubles de glucosa altamente ramificados a aplicaciones
alimentarias y sobre todo médicas.

Se entiende por “perfil de distribucion de las longitudes de cadenas ramificadas” en el sentido de la invencién el
reparto de tamafios, expresado en grado de polimerizacion (o GP), de las cadenas glucosidicas lineales a-1,4
ligadas a otras cadenas glucosidicas lineales a-1,4 por puntos de ramificacion a-1,6.

La invencion se refiere igualmente a un procedimiento de fabricacion de dichos polimeros solubles de glucosa
altamente ramificados.

Estado de la técnica

Los polimeros de glucosa industrialmente accesibles se preparan clasicamente mediante la hidrélisis de almidones
naturales o hibridos y de sus derivados.

Los hidrolizados de almidén estandar son producidos asi mediante la hidrolisis acida o enzimética de almidén de
cereales o tubérculos. Son de hecho una mezcla de glucosa y de polimeros de glucosa de pesos moleculares
extremadamente variados.

Estos hidrolizados de almidon (dextrinas, maltodextrinas, etc.) producidos en la industria (con un cierto GP medio)
consisten en una amplia distribucién de sacaridos que contienen a la vez estructuras lineales y ramificadas.

Los hidrolizados de almiddn, y especialmente las maltodextrinas, se usan mas particularmente como transportadores
0 agentes de carga, agentes texturantes, soportes de atomizacion, agentes filmégenos, agentes de control de la
congelacién o agentes anticristalizantes.

Pueden usarse igualmente como agentes de reemplazo de materias grasas o por su aporte nutritivo.

A nivel intestinal, los hidrolizados de almidon se digieren asi por la a-amilasa pancreatica, que actla directamente
sobre las cadenas lineales ligadas en o-1,4.

Esta digestion enzimatica dirigida conduce a reducir el tamafio de dichos hidrolizados de almidon hasta las dextrinas
limite, y entonces un cierto nimero de enzimas ligadas a la mucosa intestinal (maltasa, sacarasa y o-dextrinasa)
siguen hidrolizando los sacaridos lineales y los sacaridos ramificados residuales hasta unidades de glucosa.

La cinética de estas diferentes digestiones enziméticas es entonces directamente una funcion de la estructura de los
hidrolizados de almiddn.

Por ejemplo, la a-amilasa pancreatica va a actuar mas facilmente sobre hidrolizados de almiddén ricos en
oligosacaridos lineales o que presentan estructuras ramificadas de cadenas largas, mientras que va a actuar mas
dificilmente o nada en absoluto sobre estructuras ramificadas compactas que presentan mayoritariamente cadenas
cortas.

En el estado de la técnica, generalmente se emplean estos dos tipos de estructuras diferentemente, en funcién de
los campos de aplicacion pretendidos.

El primer tipo de estructuras derivadas del almidén (especialmente aquel de oligosacaridos de GP corto) se usa
como fuente de glucosa asimilable directamente por el organismo, especialmente en tres campos de aplicacion.

El primer campo de aplicacion es el de los sustratos energéticos para deportistas.
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Efectivamente, en el campo deportivo, una bebida consumida durante una actividad fisica que requiera mucho
esfuerzo debe aportar instantaneamente la energia y el agua necesarios para compensar la pérdida de fluido por la
transpiracion.

Resulta que una composicion equilibrada en hidratos de carbono es esencial para obtener dicho resultado.

Una solucién propuesta clasicamente para la bebida éptima es preferir oligosacaridos lineales cortos de GP de 3 a 6
a estructuras glucosidicas ramificadas mas compactas, puesto que estos oligosacéaridos cortos se absorben con
frecuencia mas elevada manteniendo la osmolalidad a un nivel moderado, impidiendo asi la pérdida de fluidos y
efectos secundarios tales como diarrea y calambres.

El segundo campo de aplicacion es el de la alimentacion parenteral, donde soluciones nutritivas aportadas por via
venosa son concebidas para mantener a un paciente con buena salud y para proporcionarle nutrientes cuando ya no
puede alimentarse por medio de su sistema digestivo normal.

Se elige aqui igualmente administrar oligosacaridos lineales con un GP comprendido entre 2 y 5, ya que estos
sacaridos se hidrolizan por las maltasas en el rifién, y la glucosa liberada se reabsorbe entonces. Es por ello que el
uso de oligosacéridos lineales cortos permite aportar suficiente energia a una solucion isoténica sin sobrehidratar al
paciente.

El tercer campo de aplicacion es el de la nutricion entérica, donde es necesario proporcionar bebidas que puedan
ingerirse por via oral o bien administrarse por via tubular al estémago o al intestino delgado.

Para estos fluidos entéricos, el problema principal es sin embargo la diarrea, debido a una osmolalidad demasiado
alta.

El segundo tipo de estructuras derivadas del almidén, concretamente aquel de hidrolizados de almidén o de
derivados de almiddn que presentan estructuras ramificadas compactas de cadenas cortas, se usa para ralentizar la
liberacion de glucosa asimilable y/o aportar una cierta osmolalidad, especialmente en tres campos de aplicacion.

El primer campo de aplicacion es el del campo de la dialisis peritoneal continua y ambulatoria.

La patente EP 207.676 explica que, para uso en didlisis, se prefieren hidrolizados de almidén que comprendan
estructuras ramificadas que forman soluciones transparentes e incoloras al 10% en agua que tienen un peso
molecular (Mw) de 5 x 10° a 10° Da y un indice de polimolecularidad o Ip bajo a los oligosacéridos lineales de GP
corto.

Esto se traduce en composiciones gue comprenden mayoritariamente polimeros de glucosa de alto peso molecular
comprendido entre 5 x 10° y 5 x 10° Da, que no comprenden glucosa ni oIi%osacéridos de GP inferior o igual a 3, o
muy poco, y nada o muy poco de polimeros de glucosa de Mw superior a 10° Da.

Se comprende en efecto facilmente para esta aplicacion en didlisis peritoneal que los oligosacéaridos de GP corto y
de bajo peso molecular atraviesan rapidamente la pared peritoneal y por lo tanto no tienen un interés duradero para
la creacion de un gradiente de presion osmatica, y que los polimeros de muy alto peso molecular, desprovistos de
capacidad osmotica, han de evitarse e incluso prohibirse, ya que son potencialmente peligrosos si precipitaran
posteriormente a su degradacion.

En su patente EP 667.356, la compafiia solicitante proponia un procedimiento de fabricacion, a partir de almidén
ceroso, de un hidrolizado de almidén completamente soluble en agua y de bajo indice de polimolecularidad, inferior
a 2,8, que tiene un Mw comprendido entre 5 x 10% y 1 x 10° Da.

Este procedimiento consistia en hidrolizar por via acida una lechada de almidon constituida exclusivamente por
amilopectina y entonces completar esta hidrdlisis acida mediante una hidrdlisis enzimética con la ayuda de a-
amilasa bacteriana, y someter a cromatografia el hidrolizado obtenido sobre resinas catibnicas muy macroporosas
en forma alcalina o alcalinotérrea.

Ha de observarse que, en ese momento, la compafiia solicitante recomendaba usar solo almidones casi
exclusivamente compuestos por amilopectina y habitualmente denominados almidones cerosos como materia prima
en dicho procedimiento, no conviniendo los almidones o féculas que contienen una proporcidon no despreciable de
amilosa.

El segundo campo de aplicacion es el de la regulacién de la digestion o de la alimentacion de diabéticos.
Se ha propuesto efectivamente en la patente US 4.840.807 o en la solicitud de patente JP 2001/11101 (n.° de

registro 11/187.708) extraer solo las zonas ricas en enlaces a-1,6 como fuente de gllcidos de absorcion lenta, en el
sentido de que los enlaces a-1,6 son mas dificiles de degradar que los enlaces a-1,4.
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Se han desarrollado asi dos familias de productos. La primera se refiere a dextrinas limite preparadas mediante la
degradacion de las zonas de enlaces a-1,4 por una a-amilasa sola, y la segunda familia se refiere a las dextrinas
preparadas mediante la degradacion de las zonas de enlaces a-1,4 mediante la accion simultanea de una a-amilasa
y una B-amilasa.

Estas dextrinas limite obtenidas son entonces particularmente resistentes a las enzimas digestivas humanas.

Sin embargo, estos compuestos tienen el inconveniente de presentar un peso molecular muy bajo (comprendido
entre 10.000 y 55.000 Da), lo que limita su uso en otros campos de aplicacion.

El tercer campo de aplicacion es el de los sustitutos de plasma sanguineo.

La solicitud de patente internacional WO 03/18639 recomienda efectivamente desarrollar, Unicamente a partir de
amilopectina, compuestos hiperramificados para usarlos en el tratamiento quirlrgico o terapéutico de mamiferos o
en procedimientos de diagndstico.

Segun las ensefianzas de esta solicitud de patente, y mas particularmente en el campo de los sustitutos de plasma
sanguineo, estas amilopectinas hiperramificadas se presentan como las que van a permitir resolver el inconveniente
principal de los primeros sustitutos de plasma sanguineo elaborados, se trata de hidroxietilalmidones o HEA,
concretamente su metabolizacion imperfecta en el organismo.

En esta solicitud de patente, se alude a la estabilidad relativa de dichas amilopectinas hiperramificadas con relacion
a su contenido elevado de enlaces a-1,6.

Este contenido elevado de enlaces o-1,6 permitiria entonces reducir suficientemente la degradacion de amilopectina
por la a-amilasa y producir un polisacarido degradable pero que siguiera poseyendo las propiedades de un sustituto
del plasma sanguineo ideal, a saber, sus propiedades farmacocinéticas y su efecto volimico.

Por otra parte, se prevé igualmente en esta solicitud de patente WO 03/018639 la posibilidad de hacer variar el
reparto de los puntos de ramificacion para controlar la cinética de degradacion de la amilopectina hiperramificada en
la direccion deseada.

Sin embargo, la preparacion de estas amilopectinas hiperramificadas tiene todavia un inconveniente importante.

Efectivamente, a causa de un grado de ramificacion demasiado elevado (hasta un 25% de enlaces a-1,6) o de una
distancia demasiado corta entre los puntos de ramificacion, el efecto obtenido es diametralmente opuesto al
deseado, pues el ataque por la a-amilasa de estas amilopectinas hiperramificadas puede retardarse mucho o no
ocurrir en absoluto.

El impedimento estérico es tal que, en las regiones de la molécula en que la densidad de los puntos de ramificacion
es elevada, el acceso de la a-amilasa ya no es posible.

En estas condiciones, la ausencia de digestibilidad enzimatica de estas amilopectinas hiperramificadas no favorece
particularmente el uso de dichas estructuras como sustitutos de plasma sanguineo (acumulaciéon de productos no
degradados).

Por todo lo precedente, resulta que existe por tanto una necesidad insatisfecha de disponer de polimeros de glucosa
altamente ramificados que presenten propiedades estructurales notables en términos de reparto de las longitudes de
cadenas ramificadas y de viscosidad intrinseca, y que confieran por consiguiente a los productos que los contienen
mayores capacidades de duracion y de digestibilidad controlada.

Estas propiedades permitirian entonces el uso de estos polimeros de glucosa altamente ramificados en campos de
aplicacion tan variados como el aporte de sustratos energéticos en actividades fisicas y en los campos de la didlisis
peritoneal, nutricion entérica o parenteral, sustitutos de plasma sanguineo, y regulacién de la digestion y
alimentacion de diabéticos.

La compafiia solicitante ha tenido el mérito de compaginar todos estos objetivos considerados hasta ahora
dificilmente compaginables imaginando y elaborando, a costa de numerosas investigaciones, nuevos polimeros
solubles de glucosa altamente ramificados absolutamente particulares en lo referente a su distribucion de las
longitudes de las cadenas ramificadas y su viscosidad intrinseca.

Objeto de lainvencion

Los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencion son polimeros de glucosa que
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presentan un contenido de azUcares reductores inferior a un 1%, una tasa de enlaces glucosidicos o-1,6
comprendida entre 13 y 17% y un Mw de un valor comprendido entre 0,9 x 10° y 1,5 x 10° Da, caracterizados por el
hecho de que su perfil de distribucién de las longitudes de cadenas ramificadas esté constituido por de 70 a 85% de
GP inferior a 15, de 10 a 16% de GP comprendido entre 15y 25 y de 8 a 13% de GP superior a 25.

Preferiblemente, los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencidon presentan un
coeficiente de viscosidad intrinseca “a” segun la relacion de MARK-HOUWINK-SAKURADA inferior o igual a 0,1.

La compaifiia solicitante ya ha descrito en su solicitud de patente EP 1.369.432 polimeros solubles de glucosa
altamente ramificados que tienen un contenido de azUcares reductores inferior a un 1%, una tasa de enlaces a-1,6
comprendida entre 12 y 30% y un Mw de un valor comprendido entre 0,35y 2 x 10° Da.

Sin embargo, ninguno de los polimeros de glucosa descritos y ejemplificados en dicha solicitud de patente presenta
el perfil de distribucion de las longitudes de cadenas ramificadas ni la viscosidad intrinseca de los polimeros de
glucosa altamente ramificados segun la invencién, como se ejemplificard a continuacion.

La determinacién de la capacidad reductora, de la tasa de enlaces glucosidicos a-1,6 y de las masas moleculares de
los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencion se realiza en las mismas condiciones
que las descritas en la solicitud de patente EP 1.369.432.

Los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencidén presentan entonces un contenido de
azlcares reductores inferior a un 1%, una tasa de enlaces glucosidicos a-1,6 comprendida entre 13y 17% y un Mw
de un valor comprendido entre 0,9 x 10° y 1,5 x 10° Da.

Con relacién a los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados de la solicitud de patente EP 1.369.432 de la
compafiia solicitante, los nuevos polimeros de glucosa segun la invencion presentan espectros mas estrechos de
tasas de enlaces glucosidicos a-1,6 y de peso molecular.

Pero los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencion se caracterizan sobre todo por su
perfil de distribucién de las longitudes de cadenas.

Descripcion detallada de la invencién

La determinacion de la longitud de las cadenas ramificadas de los polimeros solubles de glucosa altamente
ramificados segun la invencién se realiza en dos etapas.

Una primera etapa consiste en desrramificar dichos productos (hidrélisis especifica del enlace a-1,6) con la ayuda de
una isoamilasa bacteriana, seguido de una segunda etapa de identificacion del grado de polimerizacion de los
oligosacéridos liberados por cromatografia de exclusién estérica (HPSEC) en comparacion con pululanos de tamafio
conocido.

Esta técnica consiste en pesar 50 mg de productos para analizar y afiadir 3,75 ml de agua. Después de la agitacion
de esta mezcla, se afiaden 0,5 ml de dimetilsulféxido (DMSQO) y se lleva a ebulliciébn con agitacion durante 30
minutos. Se baja a continuacion la temperatura a 45 °C y se afiaden 0,25 ml de solucién tampdn de acetato de sodio
1 M (previamente llevada a pH 3,5 con acido acético).

Se afiaden a continuacion 10 pl de una isoamilasa extraida de Pseudomonas amyloderasoma comercializada por la
compafia HAYASHIBARA (a razén de 59.000 U/mg) y se deja actuar a 45 °C durante 1 hora. Se procede a realizar
este tratamiento enzimatico dos veces sucesivas, y entonces se detiene la reaccion por ebullicion durante 3 minutos.

Después de la adicién de 0,5 ml de n-butanol, la agitacion y la conservacion a temperatura ambiente sin agitacion
durante 1 hora, se centrifuga a continuacién el medio de reaccién a 2600 rpm durante 20 minutos y se desmineraliza
el sobrenadente con la ayuda de resinas Amberlite 200 y Amberlite IRA-67, comercializadas respectivamente por las
compafiias FLUKA y SIGMA.

Se realizan una dltima agitacion y filtracion sobre filtro de nailon de 0,45 um de porosidad antes de inyectar en una
columna de HPSEC.

Se parametriza la cromatografia HPSEC de la forma siguiente (en columna PWXL oligo comercializada por TSK 'y en
columnas SB802 + 803 + 804 + 805 comercializadas por Shodex):

- Volumen de inyeccion: 200 pl.

- Caudal: 0,5 ml/min.
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- Temperatura de las columnas: 40 °C.
- Eluyente: nitrato de sodio 0,2 M + 0,02% de azida de sodio.
- Duracion de la elucién: 180 min.

Se determina el tamafio de los oligosacaridos liberados mediante su tiempo de elucién con relacion al tiempo de
elucion de pululanos de tamafio conocido.

Los polimeros de glucosa altamente ramificados segun la invencion presentan entonces un perfil de distribucién de
las longitudes de cadenas ramificadas constituido por:

- de 70 a 85% de GP inferior a 15,
- de 10 a 16% de GP comprendido entre 15y 25,
- de 8 a 13% de GP superior a 25.

Este perfil de distribucidn de las longitudes de cadenas ramificadas conduce a obtener estructuras notables por su
contenido elevado de cadenas ramificadas cortas (70 a 85% de GP inferior a 15) y su contenido aun relativamente
alto de cadenas ramificadas de tamafio medio a largo (15 a 30% de GP superior a 15).

Por ello, los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencién son ricos en cadenas de GP
mayoritariamente corto (mas de un 70% de GP inferior a 15), lo que permite obtener una estructura ramificada
compacta mayoritariamente de cadenas cortas y que comprende sin embargo suficientes cadenas de tamafio medio
a largo (hasta un 30%) que las a-amilasas pancreéticos pueden digerir faciimente para liberar glucosa asimilable por
el organismo.

Los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencion se caracterizan igualmente por el valor
de su coeficiente de viscosidad intrinseca “a” segun la relacion de MARK-HOUWINK-SAKURADA.

La medida del coeficiente de viscosidad intrinseca “a” segun la relacion de MARK-HOUWINK-SAKURADA se usa
por la compafiia solicitante para ilustrar el grado de compacidad de los polimeros solubles de glucosa altamente
ramificados segun la invencion.

Es conocido por el especialista en la materia que la relacion empirica de MARK-HOUWINK-SAKURADA que liga la
viscosidad intrinseca () de un polimero con su masa molecular media viscosimétrica (0 M,) estd dada por la
ecuacion siguiente:

n=Kx (My)*

en la que “K” y “a” son constantes que dependen de la naturaleza del polimero estudiado, de la naturaleza del
disolvente y de la temperatura.

En las condiciones de analisis segun la invencion, el disolvente usado por la compaiiia solicitante es una solucién
acuosa de nitrato 0,2 M.

La constante “a” esta ligada mas particularmente al volumen hidrodinamico medio ocupado por el polimero en el
disolvente considerado.

Se ha establecido en el estado de la técnica que, para un polimero en solucién, cuanto mas replegada esta la
molécula sobre si misma, menor es el valor de “a”. A la inversa, para una molécula “muy desplegada”, el valor de “a”
es més elevado.

La medida del coeficiente “a” segun la relacion de MARK-HOUWINK-SAKURADA se determina mediante el calculo
con la ayuda de la ecuacién siguiente:

log n=log K + a log (My)

Se representa la curva de log n en funcion del log (M), cuya ordenada en el origen proporciona el log K y la
pendiente de la derecha es el coeficiente “a”.

Se determinan los valores de viscosidad y de masa molecular media viscosimétrica de los polimeros solubles de
glucosa altamente ramificados segun la invencién en un viscosimetro capilar Viscotek (modelo 250) acoplado con un
refractdmetro R410, después de la separacién en columnas Shodex SB 802 + 803 + 805.
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Las condiciones operativas cromatograficas son las siguientes:

- Inyeccion: 100 pl.

- Caudal: 0,5 ml/min.

- Temperatura de las columnas: 35 °C.

- Eluyente: Nitrato de sodio 0,2 M y 0,02% de azida de sodio.

- Tiempo de analisis: 180 min.

Las condiciones operativas para la deteccion refractométrica son:

- Sensibilidad de R410: 16 X.

- Temperatura del viscosimetro: 35 °C.

El marcador de caudal es una solucién de glicerina al 5% en el eluyente.

Se realiza la calibracion del detector con la ayuda de un poli(6xido de etileno) comercializado por la compafiia
VISCOTEK de peso molecular, concentracion y viscosidad intrinseca conocidos.

La recuperacion de esta referencia permite calcular la “masa constante” y la “viscosidad constante” del viscosimetro.

La recuperacién del pico de elucion del marcador de caudal permite el calculo del tiempo de referencia y de los
volumenes interdetectores.

Los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencién presentan entonces un coeficiente “a”
calculado segun la relacion de MARK-HOUWINK-SAKURADA inferior a 0,1, lo que se traduce en un estado de
compacidad elevado, muy superior a la amilopectina (la amilopectina estandar, en las mismas condiciones de
medida, presenta efectivamente un valor del coeficiente “a” de 0,33).

Los polimeros de glucosa altamente ramificados obtenidos asi estan por tanto particularmente bien adaptados a su
uso en los campos de aplicacion en los que es necesario disponer de estructuras compactas y densas, por ejemplo,
en dialisis peritoneal o en alimentacién para diabéticos.

La determinacion de la resistencia de los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencion a
las enzimas implicadas en la digestion de glicidos alimentarios es igualmente un criterio esencial en la eleccion de
un ingrediente alimentario que entre en la composicion de formulaciones de uso para deportistas o destinadas, por
ejemplo, a la nutricién entérica o parenteral.

La compaifiia solicitante habia estimado el porcentaje de liberacion de glucosa mediante digestion enzimética de los
polimeros solubles de glucosa altamente ramificados descritos en su solicitud de patente EP 1.369.432 en un valor
comprendido entre 50 y 70%.

Esta resistencia a la hidrodlisis es netamente superior a la de las maltodextrinas clasicas y comparable a la del
glucogeno.

Como se ejemplificard a continuacion, los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencion
liberan al final glucosa en proporciones similares a las descritas en dicha patente EP 1.369.432, lo que los sigue
haciendo aptos para usarse por los deportistas 0 para nutriciones entérica y parenteral, pero esta liberacién de
glucosa se efectla de forma bastante mas retardada en el tiempo, lo que las destina ventajosamente a campos de
aplicacion que requieren regular la glucemia, como la alimentacién de diabéticos.

No existen, que sepa la compafiia solicitante, polimeros solubles de glucosa altamente ramificados que posean
dicha distribucion de sus longitudes de cadenas ramificadas que permita emplearlos en todos los campos de
aplicacion pretendidos por la presente invencion.

Ventajosamente, los polimeros de glucosa altamente ramificados segun la invencion pueden clasificarse en tres
subfamilias.

Estas tres subfamilias presentan un perfil de distribucion de las longitudes de cadenas ramificadas que difiere en su
contenido de cadenas medias, de GP comprendido entre 15y 25.
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La primera subfamilia cubre los polimeros altamente ramificados que presentan al menos un 14% y como maximo
un 16% de GP comprendido entre 15y 25.

La segunda subfamilia cubre los polimeros altamente ramificados que presentan al menos un 12% y como maximo
un 14% de GP comprendido entre 15y 25.

La tercera subfamilia cubre los polimeros altamente ramificados que presentan al menos un 10% y como maximo un
12% de GP comprendido entre 15y 25.

Esta variabilidad en el reparto de cadenas de tamafio medio permite el uso ventajoso de estas subfamilias en
aplicaciones alimentarias o médicas en las que es necesario hacer variar la digestibilidad de los polimeros solubles
de glucosa altamente ramificados usados.

Estas tres subfamilias presentan efectivamente las tres una estructura ramificada constituida por cadenas de tamafio
mayoritariamente corto, pero cuyas proporciones variables de cadenas medias permiten no solo modular el grado de
compacidad, sino igualmente controlar la liberacion de glucosa, como se ejemplificara a continuacion.

Para preparar los polimeros solubles de glucosa ramificados segun la invencién, se realiza la sucesiéon de etapas
siguiente, que consiste en:

1) preparar una solucién acuosa de almidén que presenta un contenido de amilosa de al menos un 30% en peso,
preferiblemente comprendido entre 35 y 80% en peso,

2) tratar sucesivamente dicha solucidn con una enzima de ramificacion y entonces una p-amilasa,
3) efectuar un fraccionamiento de manera que se recuperen las fracciones de alto peso molecular,
4) recoger los polimeros de glucosa altamente ramificados asi obtenidos.

La preparacion de los polimeros de glucosa altamente ramificados segun la invencion se realiza modificando las
condiciones operativas ya descritas en la solicitud de patente EP 1.269.432 de la compafiia solicitante.

En primer lugar, al contrario de lo que se describe en la solicitud de patente EP 1.269.432, la eleccion de una calidad
de almidon particular reviste una gran importancia.

La compafiia solicitante ha encontrado efectivamente que solo los almidones cuyo contenido en amilosa supera el
30% pueden servir como materia prima en el procedimiento de la invencion.

Las maltodextrinas, los almidones estandares (que no comprenden méas de un 30% de amilosa) o los almidones de
tipo ceroso, cualquiera que sea su origen botanico, no convienen en absoluto para la fabricacién de polimeros
solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencion.

Por otro lado, es mérito de la compafia solicitante haber vencido un prejuicio técnico que dice que para la obtencién
de una estructura ramificada estable, compacta y que presente una digestibilidad controlada, hay que partir de
almidones ricos en amilopectina (como expone la solicitud de patente WO 03/018639).

Como se ejemplificara a continuacion, la compafiia solicitante ha encontrado que, al contrario, es con la eleccion de
almidones ricos en amilosa usados como sustratos de partida como es posible obtener polimeros solubles de
glucosa altamente ramificados segun la invencién.

Es igualmente con la eleccion del contenido de amilosa de los almidones usados como sustratos de partida como es
posible obtener las tres subfamilias definidas anteriormente.

La segunda etapa del procedimiento segun la invencién consiste en tratar dicha solucién de almidén con una enzima
de ramificacion.

En la solicitud de patente EP 1.369.432, la compafiia solicitante recomendaba usar de 50.000 a 500.000 U de
enzima de ramificacion purificada por 100 g de almidén o de derivado de almidon seco, a una temperatura
comprendida entre 25 y 95 °C, preferiblemente a una temperatura comprendida entre 70 y 95 °C, durante un periodo
de 18 a 24 horas.

Se entiende por enzimas de ramificacién las enzimas de ramificacion elegidas del grupo constituido por las enzimas
de ramificacion de glucégeno, las enzimas de ramificacion de almidon y cualquier mezcla de estas enzimas.

Para la obtencion de nuevos polimeros de glucosa altamente ramificados segun la invencién, la compafiia solicitante
recomienda tratar preferiblemente la solucién de almiddn rica en amilosa con de 40.000 a 150.000 U de enzima de
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ramificacion por 100 g de almiddn, a una temperatura comprendida entre 25 y 80 °C durante un periodo de 7 a 24
horas, preferiblemente entre 18 y 24 horas.

La tercera etapa del procedimiento segun la invencion consiste en hacer actuar una p-amilasa sobre la solucion de
almiddn asi tratada.

Las condiciones de accion (temperatura y pH) de esta enzima son hacer actuar de 0,05 a 0,5 ml de p-amilasa de tipo
Spezyme BBA de GENENCOR (a 1500 DP°/ml) por 100 g de almidén a una temperatura de 60 °C, un pH de 4,9 a 5,
durante 1-3 horas, preferiblemente durante 2 horas.

La unidad “DP°” significa “grados de poder diastasico”, concretamente, la cantidad de enzima contenida en 0,1 ml de
una solucién al 5% de la preparacién de enzima que produciria una cantidad de azlcares reductores suficiente para
reducir 5 ml de licor de Fehling cuando la muestra se incuba con 100 ml de sustrato durante 1 hora a 20 °C.

Al contrario de lo que se describe en la solicitud de patente EP 1.369.432, no se usa por tanto una enzima arbitraria
elegida del grupo constituido por a-amilasa, p-amilasa, amiloglucosidasa y a-transglucosidasa, sino que se emplea
preferiblemente la p-amilasa.

La compafiia solicitante ha encontrado efectivamente que era mediante la eleccion de esta enzima particular como
era posible obtener facilmente polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencion.

Al final de este tratamiento complementario, los polimeros de glucosa altamente ramificados solubles se obtienen en
mezcla con sus productos de degradacion enzimética, mayoritariamente constituidos por glucosa y maltosa.

La cuarta etapa del procedimiento consiste en efectuar un fraccionamiento con la ayuda de una técnica elegida del
grupo de separaciones por membrana y cromatografias, de manera que se recuperen las fracciones de alto peso
molecular y las fracciones de bajo peso molecular, como se describe en la solicitud de patente EP 1.369.432 de la
compainiia solicitante.

Cualquiera que sea el procedimiento empleado, los perfiles obtenidos permiten la separacion de la fraccion
polisacaridica de alto peso molecular correspondiente a los polimeros de glucosa altamente ramificados solubles
segun la invencion, de las fracciones oligosacaridicas de bajo peso molecular constituidas esencialmente por
glucosa y maltosa.

La dltima etapa del procedimiento segun la invencion consiste por tanto en recoger las fracciones de alto peso
molecular correspondientes a los polimeros de glucosa altamente ramificados.

Los productos de alto peso molecular pueden reunirse como tales, precipitarse con etanol, purificarse y secarse al
vacio durante 24 horas o incluso atomizarse mediante cualquier técnica conocida por el especialista en la materia.

Como se ejemplificara a continuacion, la compafiia solicitante ha encontrado por Ultimo que, para hacer variar el
contenido de cadenas medias ramificadas (GP comprendido entre 15 y 25) de los polimeros solubles de glucosa
ramificados segun la invencidn, hay que variar el contenido de amilosa del almidén.

Efectivamente, cuanto mas elevado sea el contenido de amilosa del almidén usado como sustrato de partida, menor
sera el contenido de cadenas ramificadas de GP comprendido entre 15 y 25 de los productos obtenidos.

Se elige preferiblemente un almidén cuyo contenido de amilosa esté comprendido entre al menos un 30% y como
maximo un 40% para obtener la primera familia de polimeros segun la invencion, que presentan al menos un 14% y
como maximo un 16% de GP comprendido entre 15 y 25. Los almidones de guisante estandares convienen
particularmente para la obtencién de esta primera familia.

Se elige preferiblemente un almidén cuyo contenido de amilosa esté comprendido entre al menos un 40% y como
maximo un 60% para obtener la segunda familia de polimeros segun la invencién, que presentan al menos un 12% y
como maximo un 14% de GP comprendido entre 15y 25.

Se elige por ultimo un almidén cuyo contenido de amilosa esté comprendido entre al menos un 60% y como maximo
un 80% para obtener la segunda familia de polimeros segun la invencién, que presentan al menos un 10% y como
maximo un 12% de GP comprendido entre 15y 25.

Las caracteristicas fisicoquimicas particulares de los polimeros segun la invencién los destinan ventajosamente a
aplicaciones alimentarias y médicas, y mas particularmente adn, como aporte de sustratos energéticos en
actividades fisicas y en los campos de la dialisis peritoneal, la nutricion entérica o parenteral, los sustitutos de
plasma sanguineo y la regulacion de la digestion y la alimentacion en diabéticos.

Apareceran otras caracteristicas y ventajas de la invencién con la lectura de los ejemplos no limitantes descritos a
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continuacién.
Ejemplo 1

Se prepara una solucién de almidon al 10% de materia seca a partir de un almidén de guisante que presenta una
riqueza de almidon superior a un 95% y un contenido de amilosa de un 36,7%.

Para esto, se ponen en suspension 100 g de almidén de guisante seco en 1 | de agua a temperatura ambiente y con
agitacion.

Se realiza la solubilizacion total del almidén en una caldera a 145 °C durante 3-4 minutos y entonces se enfria a 70
°C. Se afiade continuamente la enzima de ramificacion de glucégeno purificada de Bacillus stearothermophilus a
razon de 1 ml de solucién de enzima a 50.000 U/ml por 100 g de sustrato seco.

Se lleva la reaccion enzimatica durante 21 horas a 70 °C y a pH 6,8 y se detiene entonces por calentamiento a 90 °C
durante 1 h.

El tratamiento complementario con 0,15 ml de B-amilasa (BBA Spezyme de GENENCOR a 1500 DP°/ml) por 100 g
de almidén seco se efectia en el medio de reaccidn precedente llevado a una temperatura de 60 °C y un pH de 4,9
ab.

Se realiza la incubacion durante 2 horas, y se detiene la reaccion por calentamiento durante 1 h a 90 °C.

Se ultrafiltra a continuacion el medio de reaccion por membrana con un umbral de corte de 9000 Da (membrana
ES209 de PCI), y se recoge y atomiza el ultrafiltrado.

La tabla | siguiente presenta los resultados de las caracteristicas fisicoquimicas (tasa de enlaces o-1,6, Mw y
contenido de azlcares reductores) del polimero soluble de glucosa ramificado segun la invencién asi obtenido.

Tabla |

Tasa de enlaces a-1,6 (%) 14

Mw (10° Da) 0,96
Contenido de azucares reductores (%) 0,14

Se determina el porcentaje de azlcares reductores siguiendo el procedimiento de Somogoyi, descrito por N. Nelson
en “A photometric adaptation of the Somogoyi method for the determination of glucose”, 1944, J. Biol. Chem., 153,
pag. 375-380.

Se determina entonces el perfil de distribuciéon de las longitudes de cadenas ramificadas como se indica
anteriormente.

La tabla Il siguiente presenta los resultados obtenidos.

Tablalll

GP 2 a GP 15 (%) 71,7
GP 15 a GP 25 (%) 15,4
GP > 25 (%) 12,9

El polimero soluble de glucosa ramificado obtenido presenta una distribucién notable de sus longitudes de cadenas
ramificadas que se traduce en un poco mas de un 70% de cadenas cortas (GP inferior a 15) y un poco menos de un
30% de cadenas medias a largas (GP superior a 15).

El valor del parametro “a” de MARK-HOUWINK-SAKURADA, determinado mediante la metodologia descrita
anteriormente, es de 0,1.

El polimero soluble de glucosa ramificado segin la invencion presenta por tanto una estructura compacta replegada
sobre si misma, sin embargo con cadenas aun accesibles a los ataques enzimaticos.
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Ejemplo 2

Se realiza un estudio comparativo de los perfiles de distribucion de las longitudes de cadenas ramificadas de los
productos de la reaccién por enzima de ramificacién y B-amilasa sobre sustratos que comprenden contenidos
variables de amilosa.

Se tratan entonces de la misma forma que se describe en el ejemplo 1, almidén de maiz ceroso (almidon A), almiddn
de maiz estandar (almidon B) y dos variedades de almidén rico en amilosa que comprenden respectivamente un 50
y un 70% de almidén (almidones D y E). Figuran igualmente en esta tabla los resultados obtenidos con almidén de
guisante (almidon C) obtenidos en el ejemplo 1.

La tabla lll siguiente presenta las cantidades de enzimas de ramificacion (incubacion de 18 a 21 horas) y de B-
amilasa (tratamiento de 2 horas) usadas para el tratamiento de las diferentes variedades de almidén.

Tabla lll

Almidones de partida A B C D E
Enzima de ramificacion (ml por 100 g) 1 1 1 15
Spezyme BBA (%) 0,05 0,1 0,15 0,13 0,1

La tabla IV presenta los resultados obtenidos en términos de tasa de ramificacion o-1,6, pesos moleculares y
contenidos de azucares reductores de los polimeros de glucosa altamente ramificados asi preparados.

Los compuestos se identifican como productos F, G, H, | y J, obtenidos respectivamente a partir de los almidones A,
B, C, Dy E. Se recuperan las caracteristicas del producto H del ejemplo 1.

Tabla IV

Productos de la reaccion F G H | J
Tasa de enlaces a-1,6 (%) 11,2 13,3 14 15,2 13,1
Mw (10° Da) 0,84 0,77 0,96 0,96 1,31
Contenido de azucares reductores (%) 0,2 0,015 0,14 0,39 0,29

Los tratamientos enzimaticos sobre los tres sustratos ricos en amilosa (contenidos respectivos de amilosa de 37,5,
50 y 70%) permiten fabricar polimeros solubles de glucosa ramificados que presentan una tasa de ramificacion a-1,6
en el intervalo estrecho de 13 a 15%, para un peso molecular comprendido entre 0,9y 1,5 x10° Da.

El tratamiento del almidén de maiz ceroso y del almidon de maiz estandar, descrito por otra parte en la solicitud de
patente EP 1.369.432, conduce a polimeros de glucosa ramificados que presentan una tasa de enlaces a-1,6 en el
intervalo de 11 a 13% y un valor de peso molecular comprendido en el intervalo de 0,7 a 0,9 x 10° Da.

El uso de almidones ricos en amilosa como sustrato de partida permite por tanto, de forma notable, obtener
polimeros solubles de glucosa altamente ramificados que presentan tasas de enlaces glucosidicos a-1,6 y pesos
moleculares mas elevados que los obtenidos a partir de sustratos mas ricos en amilopectina, lo que es en si notable.

La tabla V siguiente retne los diferentes perfiles de distribucion de las longitudes de cadenas de los diferentes
productos obtenidos. Figuran igualmente los valores del coeficiente de viscosidad intrinseca “a” segin MARK-
HOUWINK-SAKURADA.

Tabla Vv

F G H | J
GP 2aGP 15 63,8 71,9 71,7 78,3 80,4
GP 15aGP 25 21,8 16,3 15,4 12,6 11,5
GP >25 14,4 11,8 12,9 9,1 8,1
Coeficiente de viscosidad intrinseca “a” 0,12 0,12 0,1 0,08 0,09

Se confirma que los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados obtenidos a partir de almidones ricos en
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amilosa presentan de 70 a 85% de cadenas cortas, de 10 a 16% de cadenas medias y de 8 a 13% de cadenas
largas.

Los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados obtenidos a partir de almidones ricos en amilopectina
contienen menos de un 72% de cadenas cortas, mas de un 16% de cadenas medias y entre 11 y 15% de cadenas
largas.

Se confirma igualmente que cuanto mayor es el contenido de amilosa de los almidones tratados, menor seréd la
proporcién componente de cadenas de tamafio medio que presentan los polimeros solubles de glucosa altamente
ramificados obtenidos.

Los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencion presentan por tanto sobre todo un
contenido de cadenas medias inferior a un 16%, y preferiblemente comprendido entre 10 y 16% (lo que no es el
caso de los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados preparados a partir de almidén de maiz estandar y
almidén ceroso).

Las medidas del coeficiente de viscosidad intrinseca “a” segin MARK-HOUWINK-SAKURADA traducen igualmente
la diferencia en el grado de compacidad de los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados obtenidos.

Se confirma que solo los almidones ricos en amilosa permiten obtener polimeros solubles de glucosa altamente
ramificados que presentan un valor de coeficiente de viscosidad intrinseca inferior o igual a 0,1.

Por otra parte, se confirma igualmente que es posible hacer variar el grado de compacidad de los polimeros solubles
de glucosa ramificados segun la invencion haciendo variar el contenido de amilosa de los almidones usados como
sustratos de las reacciones enzimaticas.

En consecuencia, las estructuras mas compactas se obtienen de hecho a partir de los almidones mas ricos en
amilosa.

Ejemplo 3
Para determinar el grado de liberacion de glucosa, se preparan soluciones acuosas de polimeros solubles de
glucosa altamente ramificados segun la invencion, que se ponen en contacto con una amilasa de origen pancreéatico

y con una amiloglucosidasa intestinal (polvo aceténico de intestino).

La hidrdlisis es seguida en el tiempo por la medida de la glucosa que aparece a lo largo del tiempo en el medio de
reaccion.

Este ensayo permite evaluar la resistencia de los polimeros a la hidroélisis por las enzimas implicadas en la digestion
de glucidos alimentarios.

Se ensayan dos polimeros segun la invencion (los productos H e | del ejemplo 2) en comparacién con los polimeros
de glucosa obtenidos a partir de almidén estandar (el producto G del ejemplo 2) cuyo andlisis se ha realizado en la
solicitud de patente EP 1.369.432 de la compafiia solicitante, en comparacion con glucégeno.

Las condiciones operativas para la digestion enzimatica son las siguientes:

Se pesan con precision 0,6 g del producto a ensayar.

Se afiaden 150 ml de tampon de maleato de sodio 0,1 mol/l a pH 7 y se agita hasta la disolucion del producto.

Se dispone la solucion obtenida al bafio Maria durante 15 minutos, para que la temperatura de la solucion sea de 37
°C.

Se toman 1,5 ml de la solucion, se afiaden 0,15 g de pancreatina de cerdo y se incuba durante 30 min.
Se detiene la reaccion enzimatica disponiendo las muestras en un bafio seco a 100 °C durante 10 minutos.

Se afiaden 0,75 g de pancreatina de cerdo y se incuba durante 3 h 30 min a 37 °C en bafio termostatizado y con
agitacion.

Se toman muestras regularmente a lo largo de la hidrélisis enzimética.
Se valora entonces la glucosa de las muestras para calcular el porcentaje de hidrdlisis del producto estudiado.

Se realiza esta valoracion con la ayuda de un procedimiento colorimétrico en un automata HITACHI 704 (ROCHE).
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El reactivo usado es un reactivo que contiene las enzimas glucosa oxidasa/peroxidasa (GOD/PAP). El volumen de
reactivo usado es de 500 ul, el volumen de muestra es de 5 ul y la temperatura de la reaccién es de 30 °C.

Se presentan los resultados en la tabla VI siguiente.

Tabla VI
Glucosa liberada: Producto G Producto H Producto |
Entre 30 y 60 minutos (% del seco) 36,52 27,77 29,91
Entre 60 y 120 min (% del seco) 27,59 35,27 27,57

Se confirma que, a entre 30 y 60 minutos de la reaccion, los polimeros solubles de glucosa altamente ramificados
segun la invencién (productos H e |) preparados respectivamente a partir del almidon estandar de guisante y almidén
que contiene un 50% de amilosa, liberan menos rapidamente su glucosa que el polimero de glucosa (producto G)
preparado a partir del almidén de maiz estandar.

Sin embargo, este fendmeno se invierte a entre 60 y 120 minutos, liberando el producto H méas glucosa que el
producto G.

Parece claro que los dos polimeros solubles de glucosa altamente ramificados H e | segln la invencion, preparados
a partir de almidén rico en amilosa, pueden emplearse muy bien en la nutricion para deportistas (liberando el
producto H después de dos horas de digestion un 63% de glucosa con un efecto retardado), pero igualmente en
aplicaciones en que es necesario regular la glucemia (liberando el producto | a lo largo del tiempo una cantidad
menor de glucosa que los demas productos).

Se confirma que la eleccion del contenido de amilosa del almidén de partida condiciona el uso de los polimeros
solubles de glucosa altamente ramificados segun la invencion en campos de aplicacion bien definidos.
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REIVINDICACIONES

1. Polimeros solubles de glucosa altamente ramificados que presentan un contenido de azUcares reductores inferior
a un 1%, una tasa de enlaces glucosidicos a-1,6 comprendida entre 13y 17% y un Mw de un valor comprendido
entre 0,9 x 10° y 1,5 X 10° Da, caracterizados porque el hecho de que su perfil de distribucion de las longitudes
de cadenas ramificadas esta constituido por de 70 a 85% de GP inferior a 15, de 10 a 16% de GP comprendido
entre 15y 25y de 8 a 13% de GP superior a 25.

2. Polimeros segun la reivindicacion 1, caracterizados porque el hecho de que presentan un coeficiente de
viscosidad intrinseca “a” segun la relacién de MARK-HOUWINK-SAKURADA inferior o igual a 0,1.

3. Polimeros segun una u otra de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizados porque el hecho de que presentan entre
al menos un 14% y como maximo un 16% de GP comprendido entre 15y 25.

4. Polimeros segun una u otra de las reivindicaciones 1y 2, caracterizados porque el hecho de que presentan entre
al menos un 12% y como maximo un 14% de GP comprendido entre 15y 25.

5. Polimeros segun una u otra de las reivindicaciones 1 y 2, caracterizados porque el hecho de que presentan entre
al menos un 10% y como méaximo un 12% de GP comprendido entre 15y 25.

6. Procedimiento de preparacion de polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque el hecho de que:

1) se prepara una solucién acuosa de almidén que presenta un contenido de amilosa de al menos un 30% en
peso, preferiblemente comprendido entre 35 y 80% en peso,

2) se trata sucesivamente dicha soluciéon con una enzima de ramificacion y entonces una p-amilasa,
3) se efectlia un fraccionamiento de manera que se recuperen las fracciones de alto peso molecular,
4) se recogen los polimeros de glucosa altamente ramificados asi obtenidos.

7. Procedimiento de preparacion de polimeros solubles de glucosa altamente ramificados segun la reivindicacion 6,
caracterizado porque el hecho de que se trata la solucién acuosa de almidén:

- con de 40.000 a 150.000 U de enzima de ramificacién por 100 g de almidon a una temperatura comprendida entre
25y 80 °C durante un periodo de 7 a 24 horas, preferiblemente entre 18 y 24 horas,

- y entonces con 0,05% a 0,5 ml de B-amilasa por 100 g de almiddn, a una temperatura de 60 °C y un pH de 4,9 a 5,
durante un periodo comprendido entre 1 y 3 horas, preferiblemente durante 2 horas.

8. Procedimiento segun una u otra de las reivindicaciones 6 y 7, susceptible de producir los polimeros solubles de
glucosa altamente ramificados de la reivindicacion 3, caracterizado porque la solucién acuosa de almidon
presenta entre al menos un 30% y como maximo un 40% en peso de amilosa, y es preferiblemente almidon de
guisante estandar.

9. Procedimiento segln una u otra de las reivindicaciones 6 y 7, susceptible de producir los polimeros solubles de
glucosa altamente ramificados de la reivindicacién 4, caracterizado porque la solucion acuosa de almidén
presenta entre al menos un 40% y como maximo un 60% en peso de amilosa.

10. Procedimiento segun una u otra de las reivindicaciones 6 y 7, susceptible de producir los polimeros solubles de
glucosa altamente ramificados de la reivindicacion 5, caracterizado porque la solucion acuosa de almidon
presenta entre al menos un 60% y como maximo un 80% en peso de amilosa estandar.

11. Uso de los polimeros de glucosa altamente ramificados segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o
susceptibles de obtenerse mediante el procedimiento de las reivindicaciones 6 a 10 en aplicaciones alimentarias
y médicas.

12. Uso segun la reivindicacion 11 como aporte de sustratos energéticos en actividades fisicas y en los campos de

la didlisis peritoneal, la nutricién entérica o parenteral, los sustitutos de plasma sanguineo y la regulacion de la
digestion y alimentacion de diabéticos.
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