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DESCRIPCION
Nuevo compuesto contenido en la miel de manuka y uso del mismo
Campo técnico
La presente solicitud se refiere a un nuevo compuesto contenido en la miel de manuka, y a un uso del mismo.
Antecedentes

La miel de manuka es una miel Unica de Nueva Zelanda, derivada del néctar de las flores del manuka
(Leptospermum scoparium), que crece solamente en Nueva Zelanda, y se sabe que tiene una fuerte actividad
antibacteriana y otras funciones fisiolégicas. Sin embargo, un tipo de miel de manuka (miel de arbusto gelatinosa)
también se recoge de un pariente del manuka (Leptospermum poligalifolium) que crece en Australia.

Debido a su fuerte actividad antibacteriana, se cree que la miel de manuka puede ser capaz de eliminar el
Helicobacter pylori, una causa del cancer de estdmago. Se cree que algunas actividades fisioldgicas incluyendo esta
actividad antibacteriana varian considerablemente entre diferentes mieles de manuka.

Un "Factor de Manuka Unico" (UMF) basado en la actividad antibacteriana convertida en actividad de fenol se usa
como un indice de la actividad antibacteriana y otra bioactividad de la miel de manuka. Se ha informado que
(Bibliografia de No Patente 1, 2) que un componente antibacteriano de la miel de manuka es un aldehido
denominado metilglioxal (MGO) (véase la FIG. 9). Basandose en este informe, la cantidad de MGO se usa en
ocasiones como un indice de la bioactividad de la miel de manuka.

También se ha informado que la miel de manuka contiene siringato de metilo (MSYR) (mostrado a continuacion), y
que tiene capacidad de eliminacién enzimatica activa (Bibliografia de No Patente 3) (véase la FIG. 9). Aparte de la
miel de manuka, este siringato de metilo también se encuentra en grandes cantidades en la miel de asphodel
obtenida en Cerdefia, Italia (Bibliografia de No Patente 4). Ademas, se ha aislado un glicésido de un azdcar unido a
siringato de metilo y se ha identificado a partir del grano de anis (Bibliografia de No Patente 5).
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Sumario
Problema técnico

Sin embargo, dado que la evaluacién del UMF requiere la medida de la actividad antibacteriana, podria ser
complicado y requieren mucho tiempo. Con la medida del MGO, por un lado, la evaluacion rapida también es dificil
porque el MGO se convierte en una quinoxalina antes de su medida mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) y similares.

También se cree que la miel de manuka tiene una diversidad de otros efectos a partir de la actividad antibacteriana.
Aunque el MGO y el MSYR descritos anteriormente se conocen como componentes activos, también pueden estar
presentes otros componentes activos. En ese caso, esos compuestos podrian servir como indices mas eficaces de
la actividad antibacteriana y otra bioactividad de la miel de manuka.

Por lo tanto, un objeto de la presente Descripcidn es descubrir un componente bioactivo eficaz de la miel de manuka.
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Solucién al Problema

Los inventores se centraron en la identificacion sistematica de nuevos componentes activos de la miel de manuka
usando un sistema de evaluacion de la actividad de inhibicion de la mieloperoxidasa (MPO) basandose en la
actividad antiinflamatoria. Como resultado de la identificacion sistematica, los inventores descubrieron un compuesto
gue presenta una fuerte actividad de inhibicion de MPO, e identificaron este compuesto como 4-O-[B-D-
glucopiranosil-(1—6)-[B-D-glucopiranosil]-3,5-dimetoxibenzoato de metilo (MGGD), que es un glicdsido de MSYR y
el disacarido gentiobiosa, y se encontré6 que era un compuesto nuevo. Al mismo tiempo se descubrieron un
trisacarido y un tetrasacarido. Los inventores también descubrieron una correlacién entre MGGD vy el factor de miel
de manuka UMF, y se dieron cuenta de que el MGGD se podria usar con un indice de actividad antibacteriana. Las
divulgaciones de la presente Descripcion proporcionan los siguientes medios.

(1) Un compuesto representado mediante la siguiente férmula:

[C1]
/ORw
H,C
R,0
*R,0 0\
CH
OR, 2 y R,
RO ?
R, O
OR-i-rn °
m 0

v

3

en la que, cada uno de R1, Rz y R3 representa independientemente un atomo de hidrégeno o grupo alquilo Ci.4
opcionalmente sustituido, m representa un nimero entero de 1 a 3, cada uno de Rsm, Rs.m Y Re.m representa
independientemente un atomo de hidrégeno o grupo alquilo C1.4 opcionalmente sustituido, y cada uno de R7, Rs,
Rg y Rig representa independientemente un atomo de hidrégeno o grupo alquilo C1.4 opcionalmente sustituido,
en el que los sustituyentes opcionales se seleccionan entre grupos hidroxilo, a&tomos de halégeno, y grupos
hidroxialquilo.

(2) El compuesto de acuerdo con (1), en el que R1, R2 y R3 son todos atomos de hidrégeno.

(3) El compuesto de acuerdo con (1) o (2), en el que Ra.m, Rs.m Y Re.m S0ON todos atomos de hidrégeno.

(4) El compuesto de acuerdo con cualquiera de (1) a (3), en el que R7, Rs, Rg ¥y Ri0 son todos atomos de
hidrégeno.

(5) El compuesto de acuerdo con cualquiera de (1) a (4), representado mediante la siguiente formula:
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en la que m es un nimero entero de 1 a 3.

(6) Un compuesto de acuerdo con cualquiera de (1) a (5) para su uso como un inhibidor de la mieloperoxidasa en
el tratamiento de una infeccion bacteriana, aterosclerosis, cancer de pulmoén, enfermedad de Alzheimer,
esclerosis miltiple, inflamacion o enfermedad cardiovascular.

(7) El compuesto para su uso de acuerdo con (6) que es para su uso en el tratamiento de una infeccion
bacteriana.

(8) El compuesto para su uso de acuerdo con (6) o (7) que es para su uso en combinacién con siringato de
metilo.

(9) Uso del compuesto de acuerdo con cualquiera de (1) a (5) como un marcador de evaluacion de la miel,
preferentemente en combinacioén con siringato de metilo.

(10) Un método para preparar el compuesto de acuerdo con cualquiera de (1) a (5), que comprende una primera
etapa de cromatografia en la que se recoge una fraccion mediante elucién de una solucion acuosa de una miel
derivada del néctar recogido de manuka o una variedad cercana al manuka con una mezcla de agua y un alcohol
C1.4 lineal o ramificado.

(11) ElI método de preparacién de acuerdo con (10), en el que la primera etapa de cromatografia usa una fase
sélida que consiste en un material de resina de estireno-divinil benceno.

(12) El método de preparacion de acuerdo con (10) o (11), en el que la primera etapa de cromatografia es una
etapa de cromatografia que usa una fase moévil que comprende agua y un alcohol C1.4 lineal o ramificado que se
realiza mediante elucion en gradiente o en etapas.

(13) El método de preparacion de acuerdo con cualquiera de (1) a (12), que comprende ademas una segunda
etapa de cromatografia en la que la fraccién se eluye con una fase mévil acida, y la fraccion resultante se recoge.
(14) El método de preparacion de acuerdo con cualquiera de (10) a (13), en el que la segunda etapa de
cromatografia es una etapa de cromatografia en fase liquida inversa.

(15) El método de preparacion de acuerdo con cualquiera de (10) a (14), que comprende ademas: antes de la
primera etapa de cromatografia,

una etapa de separacion de una primera fraccion mas hidrofila y una segunda fraccion mas hidréfoba que
contiene el compuesto de la solucién acuosa de miel derivada del néctar recogido de manuka o una variedad
cercana al manuka, y una etapa de separacion de una tercera fraccion mas hidréfoba que contiene siringato de
metilo y una cuarta fraccién mas hidrofila que contiene el compuesto de la segunda fraccion.

(16) Un método de procesamiento para obtener el compuesto de acuerdo con cualquiera de (1) a (5) a partir de
miel derivada del néctar recogido de manuka o una variedad cercana al manuka,

método que comprende:

una etapa de separacion de una primera fraccion mas hidréfila y una segunda fraccion mas hidréfoba que
contiene el compuesto de la solucion acuosa de miel derivada del néctar recogido de manuka o una variedad
cercana al manuka; y

una etapa de separacion de una tercera fraccion mas hidréfoba que contiene siringato de metilo y una cuarta
fraccion mas hidréfila que contiene el compuesto de la segunda fraccion.

(17) Un método para medir una cantidad del compuesto de acuerdo con cualquiera de (1) a (5) en la miel, que
comprende una etapa de cromatografia en la que una solucién acuosa de miel se eluye con una fase movil
acida, y la fraccion resultante se recoge.

(18) Un método de evaluacion de miel, que comprende una etapa de medir una cantidad del compuesto de
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acuerdo con cualquiera de (1) a (5) en la miel.

(19) El método de evaluacion de acuerdo con (18), que comprende ademas una etapa de medir una cantidad de
siringato de metilo en la miel.

(20) El método de evaluacion de acuerdo con (18) o (19), en el que se evalla un efecto seleccionado entre
actividad antibacteriana y actividad antiinflamatoria en la miel.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 muestra las correlaciones fundamentales de HMBC a partir de espectroscopia de correlacion de RMN
(HMBC) del glicésido MGGD;

la FIG. 2 es un grafico de FT-IR de espectro de infrarrojos del glicésido MGGD;

la FIG. 3 es un grafico de espectrometria de masas (MS) obtenido mediante barrido de masas de Q1 del
glicésido MGGD;

la FIG. 4 es un grafico de espectrometria de masas (MS) obtenido mediante barrido de producto del glicésido
MGGD;

la FIG. 5 es un grafico de analisis de cromatografia liquida de alta resolucién de miel de manuka;

la FIG. 6 muestra valores de UMF correlacionados con cantidades de siringato de metilo (MSYR) y el glicosido
MGGD (con cantidades molares por gramo de miel mostradas en el eje vertical) grafico de analisis de
cromatografia liquida de alta resolucion de miel Asphodel (siringato de metilo MSYR);

la FIG. 7 muestra resultados de deteccion para el glicosido MGGD en miel de manuka y grano de anis
(espectrografo de masas LC/MS/MS);

la FIG. 8 muestran los resultados de evaluacion de la actividad de inhibicién de MPO de MGGD; y

la FIG. 9 muestra las estructuras de metilglioxal y siringato de metilo.

Descripcion de realizaciones

Las divulgaciones de la Descripcion se refieren un nuevo compuesto glicésido asociado con actividad
antiinflamatoria y similares en miel de manuka, y a un uso del mismo. El nuevo glicésido de la invencion (en lo
sucesivo denominadas simplemente el nuevo glicésido) tiene actividad de inhibicion de MPO. Al igual que el nuevo
glicésido, el MSYR contenido en la miel de manuka también tiene actividad de inhibicion de MPO, y el nuevo
glicésido o el nuevo glicésido y MSYR se pueden usar como inhibidores de la actividad de MPO.

La cantidad del nuevo glicésido en la miel de manuka se correlaciona con UMF, que se usa como un indice de la
actividad antibacteriana de la miel de manuka, y es util como un marcador de evaluacion para la miel de manuka y
otras miles. Ademas, el nuevo glicésido se puede someter a ensayo facilmente y en un breve periodo de tiempo
mediante cromatografia liquida o similares. Por lo tanto, una evaluacion equivalente a una evaluacion de UMF se
puede realizar sin las medidas de actividad antibacteriana complejas y que requieren tiempo o requeridas en el
pasado.

También se descubrid por primera vez que la cantidad de MSYR que tiene actividad de inhibicion de MPO en la miel
de manuka es inversa a la correlacion con UMF. Al igual que el nuevo glicdsido, el MSYR se puede extraer y medir
facilmente, de modo que el MSYR también se puede usar para evaluar la miel de manuka.

El nuevo glicdsido no solamente tiene una actividad de inhibicion de MPO excelente, sino que también es un
marcador de bioactividad en la miel de manuka. Ademas, el nuevo glicésido se puede medir facil y rapidamente en la
miel. Por lo tanto, el nuevo glicésido se puede usar de forma ventajosa como un marcador que permite una
evaluacion facil y rapida de la bioactividad de la miel de manuka y otras mieles. Este nuevo glicésido es superior a
MGO, otro compuesto marcador contenido en la miel de manuka. Esto se debe a que MGO requiere operaciones
complejas, tales como conversion en un derivado antes de la medida con HPLC.

Algunas realizaciones de las divulgaciones de la Descripcion se explican con detalle a continuacion.
(Nuevo glicésido)

El nuevo glicésido se representa mediante la siguiente formula.
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Como se muestra en la férmula mencionada anteriormente, el nuevo glicésido es un glicésido obtenido por
glicosilacion de un derivado de MSYR con 2 a 4 moléculas de glucosa. Este compuesto es un nuevo compuesto que
los inventores descubrieron al centrarse en la actividad antiinflamatoria de la miel de manuka e identificando
sistematicamente compuestos que tienen actividad de inhibicion de MPO.

El nuevo glicdsido incluye un compuesto en el que R1, Rz y Rz en la férmula mencionada anteriormente cada uno
independientemente representa atomos de hidrégeno o grupos alquilo Ci.4 opcionalmente sustituido en el que los
sustituyentes opcionales se seleccionan entre grupos hidroxilo, atomos de halégeno, y grupos hidroxialquilo. Los
grupos alquilo C1.4 pueden ser lineales o ramificados. Algunos ejemplos méas especificos incluyen grupos metilo,
etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, sec-butilo y terc-butilo. En estos grupos alquilo, 1 0 2 o mas atomos de hidrégeno
pueden estar sustituidos. En el nuevo glicésido, R1, R2 y R3 son todos preferentemente grupos metilo.

El nuevo glicésido incluye un compuesto en el que m en la formula mencionada anteriormente es un nimero entero
de 1 a 3. Dando a m un valor de 1 se produce un glicosido (MGGD) con dos derivados de glucosa glicosilados,
mientras que dando a m un valor de 2 se produce un glicésido con tres derivados de glucosa glicosilados, y dando a
m un valor de 4 se produce un glicésido con cuatro derivados de glucosa glicosilados. De forma simultanea, los
inventores identificaron sistematicamente miel de manuka para glicdsidos que comprenden MSYR con 3 o0 4
moléculas de glucosa glicosiladas.

El nuevo glicésido incluye un compuesto en el que Ra.m, Rs.m Y Re.m €n la formula mencionada anteriormente cada
uno independientemente representa atomos de hidrogeno o grupos alquilo Ci.4 opcionalmente sustituidos. Los
grupos alquilo C1.4 se definen de la misma manera que los grupos alquilo de R1, Rz y Rs. Los sustituyentes también
se definen de la misma manera que los sustituyentes de los grupos alquilo en R1, R2 y R3s.

Cuando m es 1 en la formula mencionada anteriormente, R4.1, Rs.1 Y Re.1 cada uno independientemente representa
atomos de hidrégeno o grupos alquilo C1.4 opcionalmente sustituidos, mientras que cuando m es 2, Ra.1, Rs1 ¥ Re.1
y Raz, Rs2 ¥y Re2 cada uno independientemente representa atomos de hidrégeno o grupos alquilo Ci4
opcionalmente sustituidos. Cuando m es 3, Raa1, Rs1 YV Re1, Ra2, Rs2 ¥ Re2 ¥ Ras, Rs3 ¥ Res cada uno
independientemente representa atomos de hidrogeno o grupos alquilo C1.4 opcionalmente sustituidos.

En el nuevo glicosido, los atomos de hidrégeno dominan preferentemente en Rsm, Rsm Y Rem, Y mas
preferentemente todos de Rsm, Rs.m Y Re-m Son atomos de hidrégeno.

El nuevo glicésido incluye un compuesto en el que Rz, Rs, Rg y Rio en la férmula mencionada anteriormente son
cada uno independientemente un atomo de hidrégeno o grupo alquilo Ci.4 opcionalmente sustituido. Los grupos
alquilo C1.4 se definen de la misma manera que los grupos alquilo de R1, Rz y Rs. Los sustituyentes también se
definen de la misma manera que los sustituyentes de los grupos alquilo en R1, R2 y Rs. En el nuevo glicésido, Rz,
Rs, Rg y R10 son todos preferentemente atomos de hidrégeno.

Un ejemplo del nuevo glicésido es un compuesto representado por la siguiente férmula (en la que m es un ndmero
entero de 1 a 3). Por lo general, se trata del 4-O-[3-D-glucopiranosil-(1—6)-B-D-glucopiranosil]-3,5-dimetoxibenzoato
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de metilo (MGGD), en el que m es 1 en la formula que sigue a continuacion:

/OH
H,C
HO
HO 0\
OH CH, CH
/ a
HO %
HO
H 0
m
0
H,C
o}

(en la que m representa un numero entero de 1 a 3).
(Inhibidor de actividad de MPO)

El nuevo glicésido de la invencion se puede usar como un inhibidor de la actividad de MPO. El nuevo glicésido tiene
actividad de inhibicién de MPO. Los inventores descubrieron actividad de inhibicién de MPO para MGGD, y teniendo
en cuenta que MSYR tiene actividad de inhibicion de MPO y que las enzimas se escinden los enlaces (3-1-6
glicosidicos estan muy extendidas, parece que el nuevo glicésido (incluyendo MGGD) es un compuesto 0 un
precursor de un compuesto que tiene actividad de inhibicion de MPO, y se puede decir que todos los nuevos
glicosidos funcionan como inhibidores de la actividad de MPO.

La actividad de inhibicién de MPO del nuevo glicésido se puede medir por ejemplo con los métodos descritos en la
bibliografia (Biosci. Biotechnol. Biochem. 2003, 67 (5), pp 1136-1139). Es decir, la L-tirosina se disuelve como un
sustrato en tampon fosfato (pH 7,4), a esto se le afiade enzima mieloperoxidasa junto con un compuesto inhibidor
candidato, se afiade peréxido de hidrégeno para iniciar una reacciéon enzimatica, y después de 15 minutos a 37°C se
afiade una catalasa, y el peréxido de hidrogeno restante se retira para terminar la reaccién. El componente de bajo
peso molecular solo se retira con una membrana de ultrafiltracion en centrifuga, y la fluorescencia de la ditirosina se
detecta a una longitud de onda de excitacion de 300 nm y una longitud de onda de fluorescencia de 400 nm
mediante HPLC en fase inversa usando una columna de ODS. La actividad de inhibicién de MPO se puede evaluar
midiendo el aumento y la disminucién en el pico de la ditirosina.

La mieloperoxidasa (MPO) es una enzima encontrara principalmente en neutrofilos, y estd muy asociada con el
control bioldgico en infecciones bacterianas. En presencia de peroxido de hidrégeno y halégenos, se informa que la
MPO eliminan los invasores microbianos del organismo produciendo las especies activas resistentes como se
representa mediante acido hipocloroso y acido hipobromoso. También se ha informado de asociaciones entre MPO y
aterosclerosis, cancer de pulmén, enfermedad de Alzheimer y esclerosis mdltiple. La MPO también esta presente en
sitios de aterosclerosis, y se informa que esta implicada en el inicio de mecanismos de inflamacion y enfermedad
cardiovascular. Por lo tanto, es posible deducir una asociacion entre la actividad de inhibicion de MPO por un lado y
una accion antiinflamatoria y (la prevencion, tratamiento y similares de) diversas enfermedades que incluyen las
enumeradas anteriormente. Se puede esperar que un compuesto que tiene actividad de inhibicion de MPO tenga un
efecto antiinflamatorio.

Ya se ha informado que el MSYR (siringato de metilo) de la miel de manuka tiene actividad de inhibicion de MPO. El
MSYR se puede separar de la miel de manuka al mismo tiempo que MGGD. Un inhibidor de la actividad de MPO
que contiene a ambos es Uutil.

(Marcador de evaluacion de la miel, kit y método de evaluacién de la miel)

(Marcador de evaluacion de la miel)

El nuevo glicésido desvelado en la presente descripcion se puede usar como un marcador de evaluacion de la miel
(en lo sucesivo denominados simplemente "el marcador"). El nuevo glicésido se correlaciona con UMF, un marcador
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de evaluacién conocido para la bioactividad y similares de la miel de manuka. Es decir, la miel de manuka con un
valor de UMF elevado también tiene un valor elevado para el nuevo glicésido. Por lo tanto, el nuevo glicésido se
puede usar como un indice para la evaluacion de UMF. De acuerdo con los inventores y otros, el nuevo glicésido
apenas se encuentra fuera del ambiente manuka. Aparte de las mieles derivadas del manuka (Leptospermum
scoparium), que crece solamente en Nueva Zelanda, y su variedad cercana, Leptospermum poligalifolium, [el nuevo
glicésido] se encuentra solamente en cantidades traza en otras mieles de Nueva Zelanda. Por lo tanto, la
bioactividad, calidad y similares de una miel se puede evaluar determinando si contiene o no el nuevo glicésido, y en
qué cantidad. Ademas de determinar si una miel es miel de manuka, también se puede poner en practica la
identificacion sistematica de nuevas mieles que contienen el nuevo glicésido.

Dado que el nuevo glicésido se correlaciona con UMF en particular, que es un indice de actividad antibacteriana, el
marcador se puede usar para evaluar la actividad antibacteriana. Dado que el nuevo glicésido tiene actividad de
inhibicion de MPO, ademas, el marcador se puede usar para evaluar la actividad de inhibicion de MPO y otra
actividad antiinflamatoria de la miel.

Para el nuevo glicésido acusan con un marcador, este se aisla de la miel se identifica 0 se somete a ensayo. El
aislamiento, identificacion y ensayo del nuevo glicdsido de la miel se explican a continuacién. Los métodos que usan
equipo de analisis conocido desvelado en los ejemplos y similares se pueden usar para identificar el nuevo glicésido,
o el nuevo glicésido se puede preparar con una sustancia patrén y comparar por cromatografia similares. También
se pueden aplicar diversos métodos para someter al ensayo el nuevo glicésido. Cuando el MSYR se usa como un
marcador, este también se puede aislar, identificar y someter a ensayo de la misma manera que el nuevo glicésido.

(Kit de evaluacion)

Un kit de evaluacion de miel puede contener el nuevo glicésido y siringato de metilo. Los inventores descubrieron
que la cantidad de siringato de metilo (MSYR) se correlaciona de forma inversa con el

UMF de la miel de manuka. Por lo tanto, una evaluacion mas especifica se puede conseguir mediante la
combinacion del nuevo glicésido (que se correlaciona con el UMF) con el MSYR (que se correlaciona de forma
inversa con el UMF).

(Método de evaluacién de la miel)

El método de evaluacion de la miel desvelado en la presente Descripcidon puede comprender una etapa de identificar
el nuevo glicésido o medir la cantidad del nuevo glicésido en la miel. Esto se debe a que el nuevo glicésido es Util
para evaluar la bioactividad de la miel como se ha discutido anteriormente. El método también puede comprender
una etapa de identificar el MSYR o medir la cantidad de MSYR, porque esto puede hacer que la evaluacion sea mas
especifica. La actividad antibacteriana, actividad antiinflamatoria y otra bioactividad de la miel se puede evaluar con
este método.

(Método de preparacion del nuevo glicdsido)

El método de preparacion del nuevo glicésido puede comprender una primera etapa de cromatografia en la que una
fraccion se recoge mediante elucién de una solucién acuosa de miel derivada del néctar recogido de manuka o una
planta relacionada con una mezcla de agua y un alcohol inferior en el que el alcohol inferior es un alcohol C1.4 lineal
o ramificado. El compuesto se puede obtener facilmente con este método de preparacion.

(Primera etapa de cromatografia)

En la mezcla de agua y un alcohol inferior, el agua también puede ser un liquido acido. El acido puede ser un acido
inorganico u organico tal como acido acético, acido férmico o acido trifluoracético. El agua también puede contener
una sal tal como amonio* &cido, acetato aménico o similares. El alcohol inferior es un alcohol C1.4 lineal o ramificado.
Algunos ejemplos incluyen metanol, etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol, 2-butanol y terc-butanol.

La forma de cromatografia en la primera etapa de cromatografia no esta limitada en particular. No se limita a
cromatografia en columna, y puede tomar otras diversas formas. Un vehiculo capaz de fraccionar compuestos de
bajo peso molecular en general se puede usar como el material de separacién. Por lo general, se puede usar un
vehiculo hidréfobo (fase inversa) que tenga una estructura de hidrocarburo aromatico y/o ramificado. Por ejemplo, se
puede usar un vehiculo que consiste en un material de resina de estireno-divinilbenceno. El vehiculo también puede
tener poros adecuados. La forma externa del vehiculo no esta limitada en particular.

El nuevo glicésido esta contenido en una fraccion eluida o extraida con la mezcla de agua y un alcohol inferior en el
que el alcohol inferior es un alcohol C1.4 lineal o ramificado. Variando las proporciones relativas del agua y el alcohol
inferior de forma apropiada a la vez que se recoge el nuevo glicésido, es posible determinar las proporciones mas
apropiadas para elucién o similares del glicésido, aunque éstas se diferencien de acuerdo con el tipo de vehiculo.
También se pueden realizar separaciéon y purificacién si fuera necesario, pero la purificacidon parcial también es
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posible ya que en algunos casos es Util incluso una fraccion en bruto.

Por ejemplo, usando un vehiculo hidréfobo habitual (tal como un material de resina de estireno-divinilbenceno), si se
realiza cromatografia mediante elucién en gradiente con una fase mévil (gradiente) que tenga una composicion de
gradiente temporal de agua y metanol u otro alcohol inferior, o0 mediante elucién en etapas con una fase moévil en la
que la proporcion de composicién varia en las etapas, el nuevo glicosido se fracciona facilmente en una fraccion con
una proporcién de volumen de 7:3 a 4:6 de la mezcla de agua y un alcohol inferior. De forma mas especifica, la
fraccion tiene una proporcién de volumen de 7:3 a 5:5, o incluso de forma mas especifica de 7:3 a 6:4, o lo mas
particularmente 6:4.

(Segunda etapa de cromatografia)

También se puede incluir una segunda etapa de cromatografia en la que esta fraccion se eluye con una fase movil
acida para recoger una fraccién. De este modo, es posible obtener el nuevo glicdsido con una pureza mas elevada.
La identificacion y la deteccion del compuesto se pueden realizar al mismo tiempo.

Para esta segunda etapa de cromatografia se usa preferentemente cromatografia liquida en fase inversa. Un
vehiculo de fase inversa que tiene grupos alquilo con aproximadamente 8 a 20 atomos de carbono se usa
preferentemente como el vehiculo. La fase moévil se puede establecer de forma apropiada de acuerdo con el
vehiculo, pero dado que el compuesto es un glicésido, es preferente una fase mévil que contenga agua, y
considerando la estructura del nuevo glicésido, se recomienda una fase movil acida para facilitar la elucién. Por lo
tanto, una mezcla o gradiente de de una fase acuosa acida y una fase organica se usa preferentemente como fase
movil. La fase acuosa para la fase moévil puede ser agua acida que contenga acido trifluoracético, acido acético,
acido férmico o similares. La fase organica puede ser acetonitrilo, metanol, butanol, DMSO, DMF o similares.

La cromatografia liquida de interaccién hidréfila (HILIC) disefiada para retener un compuesto hidréfilo por medio de
grupos hidréfilos mantenidos en una fase estacionaria se puede usar para la segunda etapa de cromatografia.

Para separar el nuevo glicésido, la presencia del nuevo glicésido en las fracciones eluidas se detecta con un método
de deteccion adecuado, la fraccion que contiene el nuevo glicésido se identifica, y el nuevo glicésido se aisla de esta
fraccion se espera necesario y se purifica si era necesario. Los expertos en la materia conocen bien algunos
métodos para purificacién adicional y similares de glicésidos tales como el nuevo glicésido después de que se hayan
fraccionado por cromatografia.

El medio para detectar el nuevo glicésido no esta limitado de forma particular. Se puede usar un detector de
absorcion ultravioleta ordinario, o se puede usar un medio de deteccion (tal como MS) adecuado para la estructura
del nuevo glicésido. La longitud de onda de deteccion no esta limitada en particular, pero una longitud de onda de
262 mm (caracteristica del nuevo glicésido) y longitudes de onda aproximadas (+ 20~50 nm) son preferentes.

El nuevo glicosido se puede detectar, identificar y también someter al ensayo con gran precision con la segunda
etapa de cromatografia. Usando cromatografia liquida de alta resolucién, es posible detectar y separar el nuevo
glicosido y MSYR en el tiempo a partir de las fracciones eluidas con un medio de deteccion adecuado, y se puede
identificar y someter a ensayo usando sustancias convencionales o similares.

En el método de preparacion del nuevo glicosido mencionado anteriormente, el MSYR también se separa de la miel.
En la primera etapa de cromatografia, el MSYR se puede aislar al mismo tiempo que el nuevo glicésido, o a una
concentracién mas elevada cambiando la mezcla de agua-alcohol inferior de modo que la proporcion del alcohol
inferior sea mas elevada que la del nuevo glicésido, tal como cambiando la proporcién de volumen de agua con
respecto a alcohol inferior de 6:4 a 4:6 aproximadamente, por ejemplo. El MSYR también se puede aislar, detectar,
identificar y someter a ensayo incluso en presencia del nuevo glicésido aplicando la segunda etapa de cromatografia
al igual que para el nuevo glicésido. En una segunda etapa de cromatografia habitual, el MSYR se aisla de forma
eficaz del nuevo glicésido.

Las siguientes etapas también se pueden adoptar antes de aplicar la solucién acuosa de miel en la primera etapa de
cromatografia. Es decir, es posible incluir tanto una primera etapa de separacion para separar una primera fraccion
hidréfila y una segunda fraccion hidréfoba que contiene el nuevo glicésido de una solucion acuosa de miel derivada
del néctar recogido del manuka o una planta relacionada, y una segunda etapa de separacion para separar una
tercera fraccion hidréfoba que contiene siringato de metilo y una cuarta fraccion hidréfila que contiene el nuevo
glicosido de la segunda fraccion. Este tratamiento previo permite ampliar el proceso, y ayuda a mejorar la separacion
y similares en la primera etapa de cromatografia posterior y segunda etapa de cromatografia. Ademas, a
continuacion la segunda etapa de cromatografia se puede omitir o acelerar.

En la primera etapa de separacion, los compuestos solubles en agua y azUlcares en la solucién acuosa de miel se
separan de la primera fracciéon mientras que el nuevo glicésido se separa en la segunda fraccion. Los métodos de la
primera etapa de separacion no se ven limitados en particular, y se pueden seleccionar de forma apropiada de
acuerdo con la polaridad y similares del nuevo glicésido y los azlcares y otros compuestos solubles en agua en la
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miel. Por ejemplo, se pueden adoptar los siguientes métodos.

La primera etapa de separacion se puede realizar por ejemplo aplicando la solucion al vehiculo usado en la primera
etapa de cromatografia. EI modo de aplicacion estd limitado en particular, y puede ser por cromatografia en
columna, o por mezcla del vehiculo y la solucién juntos en un recipiente adecuado. El nuevo glicésido y el siringato
de metilo se reparten de este modo en el vehiculo hidréfobo (segunda fraccién), mientras que los compuestos y
azucares solubles en agua mas hidréfilos se reparten en la fase acuosa (primera fraccién). A continuacion, los
compuestos los azucares solubles en agua se pueden retirar de forma eficaz mediante lavado y retirada de la fase
acuosa, a la vez que se retiene el nuevo glicésido y el siringato de metilo en el vehiculo. La retirada de los
compuestos y azucares solubles en agua por la fase acuosa se repite un nimero de veces segun sea necesario. El
nuevo glicésido y el siringato de metilo se pueden recoger a continuacion del vehiculo lavando y eluyendo el
vehiculo con metanol para obtener la segunda fraccion.

En la segunda etapa de separacion, una tercera fraccion mas hidréfoba que contiene siringato de metilo y una
cuarta fraccién mas hidréfila que contiene el nuevo glicésido se separan de la segunda fraccion. Los métodos de la
segunda etapa de separacién no estan limitados en particular, y se pueden seleccionar de forma apropiada de
acuerdo con la polaridad y similares del nuevo glicésido y los azlcares y otros compuestos solubles en agua en la
miel. Por ejemplo, se pueden adoptar los siguientes métodos.

En la segunda etapa de separacion, por ejemplo el metanol u otro disolvente se retira primero por evaporaciéon o
similares de la segunda fraccion, se afiade un disolvente compatible con MSYR tal como acetato de etilo que
disuelve a MSYR a la fraccion concentrada junto con agua u otro disolvente compatible con el nuevo glicésido que
disuelve el nuevo glicésido pero que separa la fase porque no es compatible con el disolvente compatible con
MSYR, y el reparto de liquido-liquido se realiza con un embudo de separacion. Dado que el nuevo glicésido se
reparte en la fase acuosa (cuarta fraccion) mientras que el MSYR se desplaza a la fase de acetato de etilo (tercera
fraccion), el MSYR y el nuevo glicosido se puede separar de esta manera.

El disolvente compatible con MSYR y el disolvente compatible con el nuevo glicosido se pueden seleccionar de
forma apropiada a partir de disolventes conocidos usados en el reparto habitual de liquido-liquido, teniendo en
cuenta la solubilidad del MSYR y del nuevo glicdsido, the la compatibilidad de los disolventes y similares.

Estas etapas de separacion se pueden realizar con el mismo tipo de cromatografia que en la primera etapa de
cromatografia, pero también se pueden realizar mediante un proceso discontinuo en un recipiente adecuado.

Después de la segunda etapa de separacion, el MSYR de la tercera fraccién se puede separar adicionalmente y se
puede purificar por cromatografia o similares al igual que en la segunda etapa de cromatografia usando un vehiculo
hidr6fobo adecuado. Por lo tanto, el MSYR se puede recoger, detectar, someter a ensayo y similares. Después de la
segunda etapa de separacion, el nuevo glicosido se puede separar adicionalmente y se puede purificar realizando
una primera etapa de cromatografia y una segunda etapa de cromatografia si fuera necesario. Cuando la cuarta
fraccion se aplica a la primera etapa de cromatografia, también se puede concentrar de forma apropiada.

La primera etapa de separacion y la segunda etapa de separacion explicadas anteriormente se pueden realizar de
forma independiente como métodos previos al procesamiento para obtener el nuevo glicésido y/o siringato de metilo.

(Método para medir el nuevo glicésido en la miel)

El método para medir el nuevo glicésido en la miel desvelado en la presente Descripcion puede comprender una
etapa de recogida de la fraccion eluida en una fase mavil cida por cromatografia de una solucion acuosa de miel. El
nuevo glicdsido se puede separar facilimente de la miel y detectar e identificar con este método de medida. El
contenido de la segunda etapa de cromatografia para el nuevo glicésido se puede aplicar al igual que se hace con la
recogida, deteccién y ensayo del nuevo glicésido. Es decir, se puede detectar y someter a ensayo usando los
métodos de deteccion aplicados a la fraccién eluida de la fase movil acida.

Este nuevo glicésido, como se ha mencionado anteriormente, no se encuentra en otra miel que no sea la derivada
del néctar recogido del manuka o una planta relacionada. Por lo tanto, se cree que la deteccién y ensayo del nuevo
glicésido es Gtil como un marcador de miel de manuka, o en otras palabras, para verificar el lugar de origen y la
proporcion de mezcla.

Ejemplos

Las divulgaciones de la presente Descripcion se explican con mas detalle a continuacion usando ejemplos, pero el
transcurso de estas divulgaciones no se limita solamente a los ejemplos.
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[Ejemplo 1]

Un glicésido se purificé usando miel de manuka disponible en el mercado. Se afiadieron 40 g de miel de manuka
disponible en el mercado (preferentemente un producto con un valor de UMF elevado) a 200 ml de agua, que se
calenté para disolver la union. Una columna abierta de vidrio se empaquet6é con las Diaion Sepabeads HP20 en
resina de intercambio i6nico de Mitsubishi Chemical (usando aproximadamente 300 ml en un estado hinchado), y la
miel de manuka y suelta se paso a través de la columna, seguido de 500 ml de agua. 500 ml de cada una de las
soluciones de agua y metanol en proporciones de 8/2, 6/4, 4/6 y 2/8 y una soluciéon de metanol solo se pasaron a
través de la columna, y solamente se recogieron las soluciones de agua/metanol de 6/4 y 4/6 y se concentraron con
un rotavapor, se disolvieron de nuevo en una pequefia cantidad de mezcla de agua/metanol, y se separaron y
purificaron en condiciones de HPLC.

Condiciones de separacion de HPLC

Columna: Combi-RP (20 x 100 mm)

Caudal: 5 ml/min

Disolvente de elucion: acido acético al 0,1 %/acetonitrilo = 85/15
Longitud de onda de deteccién: 262 nm

La sustancia purificada resultante se concentré, y el MGGD se confirmd usando diversos tipos de andlisis con
maguina. Se obtuvieron 30 mg a partir de 63,5 g (peso en himedo) de la miel de manuka, para un rendimiento de un
0,047 %.

Los resultados de RMN se muestran en la FIG. 1. Los resultados de FTIR se muestran en la FIG. 2, y los resultados
de espectroscopia de masas se muestran en la FIG. 3y en la FIG. 4. Ademas, los valores fisicos para la sustancia
resultante fueron los que siguen a continuacion.

[a]D =-30,1 (c = 0,69, MeOH)

ESI-MS m/z 535 [M-H]', peso molecular 536
A méx

262 nm

A partir de los resultados en las FIGS. 1 a 4, el compuesto resultante se especific6 como 4-O B-D-glucopiranosil-
(1—6)-B-D-glucopiranosil]-3,5-dimetoxibenzoato de metilo (MGGD).

[Ejemplo 2]

Usando el nuevo glicésido MGGD obtenido en el Ejemplo 1 y el MSYR disponible en el mercado como patrones de
referencia, los dos compuestos se sometieron a ensayo en la miel de manuka. Estos también se sometieron a
ensayo de la misma manera en miel de asphodel (de Cerdefia, Italia), de la que se ha informado que contiene
grandes cantidades de MGGD (Bibliografia de No Patente 4). Las cantidades de MGGD y MSYR también se
sometieron a ensayo en multiples mieles de manuka con diferentes valores de UMF. De forma especifica, esto se
realiz6 como sigue a continuacion.

La miel se pesa y se disuelve en agua (aproximadamente 100 mg/ml), y parte (aproximadamente 5 pl) se inyecta en
un sistema de HPLC equipado con un detector de absorcion de UV (detector de UV). Los resultados se muestran en
la FIG.5yen laFIG. 6.

Condiciones del andlisis de HPLC

Columna: Develosil ODS-HG-5 (4,6 x 150 mm)
Caudal: 0,8 ml/min

Disolvente de elucion: A: acido acético al 0,1 %, B: acetonitrilo
Longitud de onda de deteccién: 262 nm

(Condiciones del gradiente)

[Tabla 1]
Tiempo, min Disolvente A %
0 100
30 70
35 100
50 100
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El cromatograma en la parte superior de la FIG. 5 muestra los resultados para la miel de manuka. Como se muestra
en esta figura, MGGD y MSYR estaban claramente aislados mediante cromatografia. EI cromatograma en la parte
inferior de la FIG. 5 muestra los resultados para la miel de asphodel. Dado que el nuevo glicésido MGGD tiene
MSYR en su marco basico, esto muestra que la miel de asphodel, que contiene grandes cantidades de MSYR, no
contiene MGGD en absoluto. Por lo tanto, parece que MGGD es altamente especifica con respecto a la miel de
manuka, y estda muy asociada con su bioactividad. También muestra que simplemente porque una miel contenga
grandes cantidades de MSYR no significa que también contenga MGGD necesariamente.

La FIG. 6 muestra los resultados para la medida de MGGD y MSYR en las mieles de manuka con diferentes valores
de UMF. Como se muestra en la FIG. 6, hay una fuerte correlacion entre el contenido de MGGD vy el valor de UMF.
Sin embargo, el contenido de MSYR esta inversamente correlacionado con el valor de UMF.

[Ejemplo 3]

El MGGD comprende el disacarido gentiobiosa unido a MSYR, y en el grano de anis se ha informado de MSYR con
un monosacarido unido al mismo (formas de glucésidos de compuesto aromatico, alquil glucésido y glacido del fruto
del anis. Fujimatu E, Ishikawa T, Kitajima J. Phytochemistry. 2003, 63 (5): 609-616.). Por lo tanto, es posible que el
grano de anis también contenga MGGD. Por lo tanto, el MGGD se midi6é en la miel de manuka y en el grano de anis
usando un espectrografo de masas de LC/MS/MS. Las condiciones del andlisis fueron las que siguen a continuacion.
Los resultados se muestran en la FIG. 7. (condiciones del analisis de LC/MS/MS).

Espectrégrafo de masas: API3000

Columna: Develosil ODS-HG-5 (2 x 150 nm)

Caudal: 0,2 ml/min

Disolvente de elucion: A: &cido acético al 0,1 %, B: acetonitrilo
Inyeccion 5ul

Modo: lonizacién con electronebulizacion negativa,

Control de Reaccién Mltiple 535,1/211,1

(Condiciones del gradiente)

[Tabla 2]
Tiempo, min Disolvente A %
0 100
18 70
18,4 100
30 100

Como se muestra en la FIG. 7, el MGGD se detect6 en la miel de manuka mediante andlisis altamente sensible
usando un espectrégrafo de masas de LC/MS/MS, pero no se detectd nada en el grano de anis. Esto muestra que el
MGGD es altamente especifico para la miel de manuka, y estd muy asociado con su actividad. También muestra es
simplemente porque una miel contenga grandes cantidades de MSYR no significa que también contenga MGGD
necesariamente.

En el analisis de LC/MS de la miel de manuka, se confirmaron picos a pesos moleculares de 697,2 y 859,2,
correspondientes, respectivamente, a un triglicdsido y tetraglicosido de MSYR. Esto muestra que ademas del
diglicésido MGGD de MSYR, la miel de manuka también contiene su triglicosido y tetraglicésido. La investigacion
adicional de otras mieles de manuka reveld que el triglicésido y el tetraglicosido estaban presentes en cantidades
mas pequefas que el diglicosido, y estaban ausentes o0 no se detectaban en algunas de las otras mieles de manuka.

[Ejemplo 4]

Las actividades de inhibicion de la MPO del MGGD aislado y su MSYR de aglicon se midieron mediante evaluacion
de la inhibicion de la halogenacion de los restos de tirosina de una proteina etiquetada con biotina (albimina de
suero bovino). Por lo tanto, es posible medir cualquiera de la inhibicién de la enzima MPO por si misma o la
capacidad para agotar o capturar el acido hipobromoso (HOBr) y otras especies activas producidas por la enzima.

Las soluciones necesarias y similares para la reaccién se prepararon como sigue a continuacion.

(2) 0,5 uM de MPO humana.
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(2) Xantina oxidasa (XOD) (Sigma X4500-25UN) diluida 100x con agua.

(3) 5,61 pl de acetoaldehido (ALD) (Merck A4907704746) diluido en 1 ml de agua a 100 mM.

(4) Biotina-BSA (Sigma-A6043-10MG) disuelta hasta 1 mg/ml en tampoén fosfato 0,1 M con NaBr 200 uM y NaCl
200 mM afiadido con anterioridad, a continuacion liofilizar para almacenamiento, y diluir a 0,4 mg/ml antes de su
uso.

(5) Muestra preparada a 5 mM.

(6) Glutation reducido (GSH) (Sigma G-6529) como un control positivo.

(7) L-metionina, disuelta en agua a 10 mM.

Se afiadieron 50 ul de Biotina-BSA y 10 pl cada uno de la muestra, MPO y XOD a un tubo Eppendorf, se afadié
agua hasta un total de100 pl, y se afiadieron 10 pl de ALD para iniciar la reaccién. Una mezcla sin una muestra
afadida se prepard con un control, y una reaccion comenz6 de la misma manera. Después de 30 minutos de
reaccion a 37 °C, se afadieron 75 pl de la solucién de reaccién a una columna de microcentrifugacion (BioRad), y se
centrifugdé durante 4 minutos a 1000 g para recoger la Biotina-BSA, a la vez que se afiadian 75 pl de L-metionina al
sobrenadante para determinar la reaccion.

50 pl de un anticuerpo 3A5 de concentracion de 10 pg/ml (Nikken Seil) que reconoce tirosinas dihalogenadadas se
revisti6 como un anticuerpo primario en cada microplaca, y se dejo en reposo durante una noche a 4 °C. Esto se
lavé tres veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,05 % (TPBS), y se bloqued con 200 ul de solucién acuosa de
leche desnatada al 1 % (Block Ace powder, Yukijirushi) disuelta en agua. Después de reposar durante 30 minutos a
37 °C esto se lavo, la muestra (Biotina-BSA recogida) se diluyé 5 veces con TPBS, y se afiadieron 100 pl y se deja
en reposo durante 45 minutos a 37 °C. A continuacion, esto se lavo, y como un anticuerpo secundario se afiadieron
100 pl de Estreptavidina Ultrasensible, Polimero (HRP) (Sigma) diluido 7500 veces en TPBS. A continuacion esto se
dejé de nuevo en reposo durante 45 minutos a 37 °C y se lavo, tras lo que se afiadieron 100 ul de un reactivo
colorante de TMB (3,3'-5,5'-tetrametilbentidina) (liquido A/liquido B = 1/1), y la absorbancia se midié a 450 nm/550
nm durante aproximadamente 10 minutos con un lector de microplacas. Los resultados muestran en la FIG. 9.

Como se muestra en la FIG. 9, el MGGD presentaba actividad de inhibicion enzimatica de MPO en comparacion con
la coloracion (produccion de tirosina halogenada) del control (no Anti) sin antioxidante afiadido.

[Ejemplo 5]

En este ejemplo, el MSYR y el MGGD se purificaron a partir de miel de manuka disponible en el mercado. En primer
lugar, se afiadieron 500 ml de agua a 500 g de miel de manuka disponible en el mercado, y se agitd bien para
obtener una solucion de miel que a continuacién se mezclé bien con 400 ml de la resina HP20 usada en el Ejemplo 1
(hinchada con agua), y se lavdé minuciosamente con agua en un embudo Buchner. A continuacién, se proporcion6
metanol a la resina HP20 en el embudo Buchner, y se recogié un eluato de metanol. El eluato de metanol se secd. El
producto seco se disolvié en 50 ml de agua y se transfiri6 a un embudo de separacion de liquido, al embudo de
separacion se afiadieron acetato de etilo y agua y se mezclé para obtener 100 ml de una mezcla de acetato de
etilo/agua a 1:1 (proporcion de volumen) en el embudo de separacion, la fase de acetato de etilo se descartd, y las
etapas de adicion de una cantidad adicional de 50 ml de acetato de etilo, mezclando bien y descartando la fase de
acetato de etilo se repitieron dos veces. La buena distribucién del MSYR en la fase de acetato de etilo se confirmé
por cromatografia. La distribucion de MGGD en la fase acuosa también se confirmé. Las condiciones de HPLC
fueron las que siguen a continuacion.

(Condiciones del andlisis de HPLC)

Columna: Chromolith HR (4,6 x 100 mm)

Caudal: 1,0 ml/min

Disolvente de elucion: A: &cido férmico al 0,1 %, B: acetonitrilo

Longitud de onda de deteccion: 262 nm

Programa: 0 min, A 90 %, 10 min, A 70 %, 11 min, A 90 %, 20 min, A 90 %

A continuacién, la fase acuosa en el embudo de separacion se concentré con un evaporador de centrifuga, se aplicé
a una columna abierta empaquetada con resina HP20 y se lavé con agua y una mezcla de agua:metanol (8:2), tras
lo cual el MGGD se eluy6 con una mezcla de agua:metanol (1:1), y el reparto del MGGD en el liquido recogido se
confirmo por cromatografia. Las condiciones de HPLC fueron las que siguen a continuacion.

(Condiciones del andlisis de HPLC)

Columna: Chromolith HR (4,6 x 100 mm)

Caudal: 1,0 ml/min

Disolvente de elucion: A: &cido férmico al 0,1 %, B: acetonitrilo
Longitud de onda de deteccién: 262 nm
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto representado mediante la siguiente férmula:

A

H,G
R,0
R,O
OR, CH, / R,
Ren0 0
R...0
ORI»-m 0
m 0]
R~

3
0

g,

en la que, cada uno de Ri, Rz y R3 representa independientemente un atomo de hidrégeno o grupo alquilo Ci.4
opcionalmente sustituido, m representa un nimero entero de 1 a 3, cada uno de Rsm, Rs.m Y Re.m representa
independientemente un atomo de hidrégeno o grupo alquilo C;.4 opcionalmente sustituido, y cada uno de R7, Rs, Ro
y Rio representa independientemente un atomo de hidrégeno o grupo alquilo C1.4 opcionalmente sustituido, en el
que los sustituyentes opcionales se seleccionan entre grupos hidroxilo, &tomos de halégeno, y grupos hidroxialquilo.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que R1, Rz y R3 son todos atomos de hidrégeno.
3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que Ra.m, Rs.m ¥ Re-m son todos atomos de hidrégeno.

4. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que R7, Rs, Rg y Rio son todos
atomos de hidrégeno.

5. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, representado mediante la siguiente
formula:

/OH
H,C
HO
HO °\
H CH, /CH“
HO o
HO
H 0
m
0
H,C -
0

en la que m es un numero entero de 1 a 3.
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6. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para uso como un inhibidor de la
mieloperoxidasa en el tratamiento de una infeccidon bacteriana, aterosclerosis, cancer de pulmén, enfermedad de
Alzheimer, esclerosis multiple, inflamacién o enfermedad cardiovascular.

7. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacién 6 que es para uso en el tratamiento de una infeccion
bacteriana.

8. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacién 6 o 7, que es para uso en combinacién con siringato de
metilo.

9. Uso del compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 como un marcador de evaluacion de
la miel, preferentemente en combinacion con siringato de metilo.

10. Un método de fabricacion del compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que
comprende una primera etapa de cromatografia en la que se recoge una fraccién mediante elucién de una solucién
acuosa de una miel derivada del néctar recogido de manuka, o una variedad cercana al manuka, con una mezcla de
agua y un alcohol C1.4 lineal o ramificado.

11. El método de fabricacion de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que:

(a) la primera etapa de cromatografia usa una fase sélida que consiste en un material de resina de estireno-
divinil benceno; o

(b) la primera etapa de cromatografia es una etapa de cromatografia que usa una fase mévil que comprende
agua y un alcohol C1.4 lineal o ramificado que se realiza mediante elucion en gradiente o en etapas; o

(c) comprende adicionalmente una segunda etapa de cromatografia en la que la fraccidon se eluye con una fase
movil acida, y la fraccién resultante se recoge, preferentemente en el que la segunda etapa de cromatografia es
una etapa de cromatografia en fase liquida inversa; o

(d) comprende adicionalmente: antes de la primera etapa de cromatografia,

una etapa de separacion de una primera fraccion mas hidréfila y una segunda fraccion mas hidréfoba que contiene
el compuesto de la solucion acuosa de miel derivada del néctar recogido de manuka o una variedad cercana al
manuka, y

una etapa de separacién de una tercera fracciébn mas hidréfoba que contiene siringato de metilo y una cuarta
fraccion mas hidréfila que contiene el compuesto de la segunda fraccion.

12. Un método de procesamiento para obtener el compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5
a partir de miel derivada del néctar recogido de manuka o una variedad cercana al manuka,
comprendiendo el método:

una etapa de separacién de una primera fracciébn mas hidréfila y una segunda fracciébn mas hidréfoba que
contiene el compuesto de la solucién acuosa de miel derivada del néctar recogido de manuka o una variedad
cercana al manuka;

y

una etapa de separacion de una tercera fraccion mas hidr6foba que contiene siringato de metilo y una cuarta
fraccion mas hidrdéfila que contiene el compuesto de la segunda fraccion.

13. Un método para medir una cantidad del compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en la
miel, que comprende una etapa de cromatografia en la que una solucién acuosa de miel se eluye con una fase mévil
acida, y la fraccion resultante se recoge.

14. Un método de evaluacién de la miel, que comprende una etapa de medir una cantidad del compuesto de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en la miel, y que comprende ademas, de forma opcional, una
etapa de medir una cantidad de siringato de metilo en la miel.

15. El método de evaluacion de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que un efecto seleccionado entre actividad
antibacteriana y actividad antiinflamatoria se evalGa en la miel.
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Fig. 1 ot 108, 0CHs
HO S
HO 2
HO OH 1
HCO COOCH;4
Datos de RMM (en CD5 00)
n=de Carbonos [ d{pprm) 125 MHz | dy [ppm, multiplicidad, J {Hz)] 500 MHz HWMBZ (GH)
1 1272 7,34
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348 144,3 7,343,887
4 140,0 a0 507
35-0CHz ar.o 3,887 (BH, s)
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COOCH3 a2.48 3,885 (3H, )
1 1041 a,07 i, 7.8 3,40
2 Ta6 3a0idd, 7.8, 9.3 3,40
3 T 3,40 {m) a,07: 3,50
4! 71,3 3,40 {m) 4.01: 3,40
q' a0 3,40 {m) 8,07 4,01, 377 3,40
G EN 377 {dd, 49, 120 4,20 3,40
401 ida, 12,0
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4" 71,4 3,20 {m) 3,80 3,66; 3,20; 3,05
a" EE 3,08 {ddd, 2,2, 5,9, 9,0 420 3,60 3,20
g" G2 7 366 {dd, 549 120 3,20
380dd, 2,2,12,0
HOH,C g
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HO 20
HO%Ho 2\ H 1
OH —
COOCH;

Correlaciones fundamentales de HWMBC
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Fig. 3

-211:33 barridos de MCA para la Muestra 1 (aislada de la miel) de g1 negativescan wiff (Turbo Pulverizacion)  Max. 1,5e8 cps.
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Absorbancia a 262 nm (Unidades Arbitrarias)
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Fig. 5A

Miel de Manuka l
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Fig. 5B
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Fig. 7A

MGGD Miel de Manuka
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