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Acarbose, der ud over vand indeholder mindre end
10 vagtprocent sukkeragtige bikomponenter, kan fremstilles
ved, at man piferer forrenset acarbose i vandig, 1-20 vagt-
procents oplgsning med en pH-vardi pd fra 4 til 7 pd en
s#jle, der som fyldmateriale indeholder svagt sure kation-
byttere med carboxylgrupper pd basis af dextran, agarose
og celluldse, eller ud fra disse under tilsatning af poly-
amid afledte ionbyttere, hvorefter s¢jlen elueres udelukkende
med afgasset, destilleret vand, og agarosen eventuelt iso-~
leres fra eluatet pd gazngs mide.

Den sdledes fremstillede acarbose kan anvendes til
fremstilling af lagemidler til behandling af det menneske-
lige eller dyriske legeme.

fortsettes
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opfindelsen angdr en fremgangsmade til fremstilling
af acarbose med et acarbose-indhold pa mindst 90 vagtprocent
pa torstofbasis, eller en vandig oplesning deraf.

Acarbose er en inhibitor for saccharase-enzymkomplek-
set i den menneskelige tyndtarm og anvendes i medicinen til
behandling af Diabetes.

Acarbose er 0-4,6-didesoxy-4-{[[1S,4R,5S5,65]-
4,5,6—trihydroxy—3-(hydroxymethyl)—2-cyclohexen—1-yl]-amino}-
—a-D—glucopyranosyl—(144)—O—a—D-glucopyranosyl-(144)—D—gluco-
pyranose.

Inhibitoren udvindes ved fermentering af Actinopla-
nes-arter, jfr. DE patentskrift nr. 2.209.832, DE patent-
skrift nr. 2.209.834 og DE patentskrift nr. 2.064.092, og
cskal isoleres fra fermenteringsvasken. Hertil er der blevet
beskrevet rensningsmetoder, jfr. DE patentskrifterne nr.
2.347.782 og 2.719.912.

Ved disse rensningsmetoder bindes acarbosen til staerkt
sure kationbyttere og elueres med saltoplesninger eller
overvejende med fortyndet syre. Efter neutralisation med
anionbyttere fds der en acarbose med et acarbose-indhold pa
78-88 vagtprocent pa terstofbasis (HPLC-metode). Som uren-=
heder i disse prazparater er der indeholdt endnu ca. 10-15%,
beregnet pa sukker, af tilfarvelige bikomponenter, 1-4%
aske og nogle farvende bestanddele. Til den humanmediciniske
anvendelse kraves der endnu hgjere renhedsgrader, som imid-
lertid med kendskab til den ovennavnte kendte teknik ikke
p4 enkel made kan opnas ved erstatning af den starkt sure
kationbytter med en svagt sur kationbytter, da disse ionbyt-
tere ikke i tilstrzkkelig grad binder den szrdeles svagt
basiske acarbose, hvorfor den viser sig urenset i eluatet.

Det har nu overraskende vist sig, at man kan rense
den ifslge teknikkens stade forrensede acarbose pa ganske
bestemte, svagt sure, hydrofile kationbyttere i snavert
begransede pH-omrdder i ét trin til fjernelse af resterende
salte, farvestoffer og de sukkerholdige, basiske bikomponen-

ter. Indholdet af acarbose stiger derefter til mindst 90
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vagtprocent pa terstofbasis, fortrinsvis til 95-98 vagtpro-
cent og mere, sulfataskeindholdet synker til 0-0,5%, og
indholdet af de sukkeragtige bikompohenter formindskes til
mindre end 10 vagtprocent, fortrinsvis 2-5 vagtprocent og
mindre.

Til fremstilling af den her omhandlede acarbose ved
hjzlp af denne specielle form for chromatografi anvendes
der en oplgsning af en forrenset acarbose med et acarboseind-
hold pa 78-88 vagtprocent pd terstofbasis, hvilken acarbose
f.eks. fas ved hjzlp af den fremgangsmade, der er beskrevet
i DE patentskrift nr. 2.719.912. Denne oplgsning paferes i
en koncentration pd 1-20 vagtprocent og ved en pH-vardi pa
3,5~6,5, fortrinsvis 4,0-5,5, pa en spjle. Som fyldmateriale
egner sig svagt sure kationbyttere med carboxylgrupper pa
basis af dextran, agarose og cellulose, eller ud fra disse
komponenter under tilsztning af polyacrylamider afledte
ionbyttere, f.eks. de handelsgzngse typer CM—Sephadex®,
CM—Sepharose®, CM-Cellulose® og CM-Cellufine®. Ejendommeligt
nok er de i handelen gangse, svagt sure carboxylgruppeholdige
ionbyttere pd basis af polystyren, polyacrylsyre eller poly-
methacrylsyre ikke anvendelige til denne rensning.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen, der er af den i
det foregdende nzrmere angivne art, er sdledes ejendommelig
ved, at man pafgrer forrenset acarbose med et acarbose-ind-
hold pad 78-88 vagtprocent pa terstofbasis i vandig, 1-20
vegtprocents oplegsning med en pH~verdi pa fra 3,5 til 6,5
P& en sgjle, der som fyldmateriale indeholder svagt sure
kationbyttere med carboxylgrupper pd basis af dextran, aga-
rose og cellulose, eller ud fra disse under tilsztning af
polyacrylamid afledte ionbyttere, hvorhos rumfanget af den
paferte, forrensede acarbose-oplegsning hgjst er lig med
sgjlens fyldrumfang, hvorpd se¢jlen udelukkende elueres med
afgasset, destilleret vand, hvorefter acarbosen om ¢nsket
isoleres fra eluatet pa gzngs made.

Den vandige oplesning af den forrensede acarbose,
der pafgres pad sejlen, er begrznset med hensyn til dens
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rumfang. Der kan som navnt hejst paferes et rumfang, der
svarer til sejlens fyldrumfang, og fortrinsvis holder man
sig under 60% af sejlerumfanget. Til rensning af en prapara-
tiv mzngde acarbose anvendes der saledes ikke alt for lave
koncentrationer. Opadtil er koncentrationen begraznset derved,
at de til rensningen bedst egnede ionbyttere har tendens

til skrumpning. Der anvendes fortrinsvis koncentrationer

fra 7 til 20%.
Efter padfgringen elueres sgjlen udelukkende med af-

gasset, destilleret vand. Herved elueres fgrst salte,
neutrale sukkerarter og farvende ledsagestoffer, og dernast
forsinket acarbose i et forholdsvis bredt maksimum. De
sukkeragtige, basiske bikomponenter forbliver pad s¢jlen og
fjernes fgrst ved dennes regenerering. Acarbcsen foreligger
herefter i en ren vandig oplgsning ved en pH-verdi pa fra
6 til 7 og kan koncentreres pa gangs madde og tgrres i hgj-
renset form.

Acarbosens opfgrsel pa sgjlen er afhengig af flere
faktorer, af hvilke overraskende nok pH-vardien af zkvilibre-
ringen af sgjlefyldningen og temperaturen under chromatogra-
feringen er afggrende for den praktiske gennemfgrelse.

Med pH-verdien for sgjlefyldningen zndres kapaciteten
og acarbosens elueringsforhold. Ved neutrale pH-vardier for-
sinkes acarbosen for 1idt i forhold til saltene og opdeles
jkke i tilstrakkelig grad. Ved sure pH-verdier pd 3,5-4 for-
sinkes acarbosen kraftigt og elueres kun ufuldstendigt med
vand. Den praktiske gennemfgrelse af fremgangsmaden kraver
for hver enkelt jonbytter en optimering af pH-vardien. I al-
mindelighed kan pH-vaerdier mellem 4,3 og 5,0 anvendes.

Ved h¢j belastning foretrzkkes pH-verdier omkring 4,6, og
ved ringe belastning og maksimalt udbytte pH-verdier omkring
4,9.

Den anden vigtige faktor er temperaturen. Jo lavere

temperaturen er, desto kraftigere tilbageholdes acarbosen

af ionbytteren, og desto stgrre er spjlens kapacitet, men



10

18

20

25

30

35

DK 164870 B

desto langsommere elueres ogsi acarbosen. Dette betyder,
at der fds et asymmetrisk maksimum og et sazrdeles stort
rumfang af acarbosefraktionen. Det er s3ledes gunstigt at
pafgre stoffet ved stuetemperatur eller derunder, hvorpéa
man efter elueringen af saltene og farvende bestanddele
opvarmer s¢jlen til fra 25 til 90°C, fortrinsvis til
40-70°C. Der opnads herved en hurtig eluering af acarbosen
med gode udbytter.

Til regenerering af ionbytterne anvendes der puffer-
stoffer, f.eks. natriumacetat-puffer, i det til akvilibre-
ringen ngdvendige pH-omr&de og i en koncentration pa fra
0,1 til 0,5 molar. Dernast vaskes s¢jlen med rent, afgasset
vand, indtil ledningsevnen er faldet til ca. 0,1 mS/cm
(ved stuetemperatur).

P4 tegningen, der viser adskillelserne ved to forskel-
lige elueringstemperaturer, er der mod tiden i timer p& ab-
scissen afsat eluatets brydningsindeks respektive dettes lednings-
evne (punkteret). Desuden er temperaturkendetegnet angivet.

Indholdet af acarbose i slutproduktet bestemmes fgrst
og fremmest ved vaskechromatografi (HPLC-metode) og beregnes
pé det vandfri stof. Metoden gennemfgres pé fglgende méde:

Hgjtryksvaeskechromatografi med
termostatstyret sgjleovn:

Metalsgjle af adelstédl.

Lazngde: 25 cm

Indre diameter: 4 mm

Fyldning med: Aminofase

S/um

(f.eks. LiChrosorb NH2, E. Merck,
eller Hypersil APS, Shandon)
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Prgveoplgsning

Sammenligningsoplgsning

Elueringsmiddel

Gennemstrgmningshastighed

Temperatur i sgjleovnen

Detektering

Indsprgjtet mengde

DK 164870 B

1. Acetonitril (f.eks. LiChrosolv,
E. Merck)

2. Kaliumdihydrogenphosphat til
analyse

3. Di-natriumhydrogenphosphat-di-
hydrat til analyse

Ca. 200 mg stof, ngjagtigt afvejet
i en milekolbe med vand til op-
lpsning i 10,0 ml:

20 mg/ml

Indhold af en ampul standardstof,
oplgst i det for standarden an-

givne rumfang vand.

Acetonitril-phosphatpuffer (71

+ 29, rumfang),

phosphatpuffer:

600 mg kaliumdihydrogenphosphat,
og 350 mg di-natriumhydrogen-
phosphat-dihydrat oplgses i vand
til 1000 ml. Oplgsningen filtre-
res over et Millipore-filter,
Type AAWP 0,8/um.

2,2 ml/min.
35%

UV, 210 nm

lO/ul, 0,2 mg i lO/ul
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0,25 AUFS (absorbance Units

Full Scale)

Beregning af acarbose-
indholdet
G =

(]
I

W

g

PD x C x 100 000

;, hvor
Pv X Wp x (100-b)

indhold af acarbose i procent,
beregnet pd det vandfri stof

Peakflade for acarbosen fra

testoplgsningen

Peakflade for acarbosen fra
sammenligningsoplgsningen
(standard)

Indvejet prgve i mg
Koncentration af sammen-

ligningsoplgsningen i mg
acarbose pr. ml

Vandindhold i prgven i
procent

Acarbosens inhibitorvirkning bestemmes ved et saccha-

rase-inhiberingsforsgg, og der angives saccharase-inhiberings-

-enheder (SIE). Forsgget er beskrevet af L. Miller, B. Junge

et al. i Enzyme Inhibitors, U. Brodbeck ed., Verlag Chemie,

1980, side 109.

Den fremstillede acarbose kan anvendes i farmaceu-

tiske prazparater, som ved siden af ikke-toksiske, indif-

ferente farmaceutisk egnede barestoffer indeholder det her

omhandlede virksomme stof eller bestdr af det her omhandlede

virksomme stof.
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Den fremstillede acarbose kan ogsd anvendes i far-
maceutiske praparater i doseringsenheder. Dette betyder,
at praparaterne foreligger i form af enkelte dele, f.eks.
tabletter, dragées, kapsler, piller, suppositorier og ampul-
ler, hvis indhold af virksomt stof svarer til en brgkdel
eller et mangefold af en enkelt dosis. Doseringsenhederne kan
f.eks. indeholde 1, 2, 3 eller 4 enkeltdoser eller 1/2,
1/3 eller 1/4 af en enkeltdosis. En enkeltdosis indeholder
fortrinsvis den mengde virksomt stof, der indgives ved en
indgivelse, og som almindeligvis svarer til en hel, en halv
eller en trediedel eller en fjerdedel af en dagsdosis.

Ved ikke-toksiske, indifferente, farmaceutisk egnede
berestoffer skal der forstds faste, halvfaste eller flydende
fortyndingsmidler, fyldstoffer og preparathjelpemidler af
enhver art.

Som foretrukne farmaceutiske praparater kan der navnes
tabletter, dragées, kapsler, piller, granulater, suppositorier,
oplgsninger, emulsioner, susvensioner, pastaer, salver,
geléer, cremer, lotions, puddere og spraymidler.

Tabletter, dragées, kapsler, piller og granulater kan
indeholde det eller de virksomme stoffer ved siden af de
gengse barestoffer, f.eks. (a) fyld- og strazkkemidler, sasom
stivelsesarter, malkesukker, rdrsukker, glucose, mannitol og
kieselsyre, (b) bindemidler, f.eks. carboxymethylcellulose,
alginater, gelatine, polyvinylpyrrolidon, (¢) midler til
opretholdelse af fugtigheden, f.eks. glycerol, (d) sprang-
midler, f.eks. agar-agar, calciumcarbonat og natriumbicarbonat,
(e) opolgsningsforhalende midler, f.eks. paraffin, og (f) re=
sorptionsfremmende midler, f.eks. kvaternare ammoniumforbin-
delser, (g) fugtemidler, f.eks. cetylalkohol eller gylcerolmo-
nostearat, (h) adsorntionsmidler, f.eks. kaolin og bentonit,
og (i) glidemidler, f.eks. talkum, calcium~- og magnesiumstea-
rat og faste polyethylenglycoler, eller blandinger af de under

(a) til (i) angivne forbindelser.
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Dé omhandlede tabletter, dragées, kapsler, piller og
granulater kan vaere udstyret med de gengse, eventuelt opaki-
seringsmiddel indeholdende overtrazk og omhylninger, og de
kan ogsd vare sdledes sammensat, at de afgiver det virksomme

5 stof udelukkende eller fortrinsvis i en bestemt del af indvol-

dene, eventuelt forhalet, idet der som indlejringsmasser f.eks.
kan anvendes polymerstoffer og voksarter.

Det virksomme stof kan eventuelt foreligge sammen
med et eller flere af de ovenfor angivne bazrestoffer, ogsa

10 i mikroindkapselform.

Suppositorier kan ud over det virksomme stof indehol-
de de gangse, vandoplgselige eller vanduoplgselige barestoffer,
f.eks. polyethylenglycoler, fedtstoffer, f.eks. kakaofedt
eller hgjere estere, f.eks. C14—alkohol med C16—fedtsyre,

15 eller blandinger af disse stoffer.

Salver , pastaer, cremer og geler kan ved siden af det
virksomme stof indeholde de gangse barestoffer, f.eks.
animalske og vegetabilske fedtstoffer, voksarter, paraffiner,
stivelse, tragant, cellulosederivater, volyethylenglycoler,

20 silicone, bentonitarter, kiselsyre, talkum og zinkoxid eller
blandinger af disse stoffer.

Puddere og spraymidler kan ud over det virksomme stof
indeholde de ge&ngse barestoffer, f.eks. mzlkesukker, talkum,
kiselsyre, aluminiumhydroxid, calciumsilicat og polyamidpulver

25 eller blandinger af disse stoffer. Spraymidler kan desuden
indeholde de gangse drivmidler, f.eks. chlorfluorcarbonhydri-
der.

Oplgsninger og emulsioner kan ud over det virksomme
stof indeholde de gangse barestoffer, f.eks. oplgsningsmidler,

30 orlgsningsformidlere og emulgatorer, f.eks. vand, ethanol,
isopropanol, ethylcarbonat, ethylacetat, benzylalkohol,
benzylbenzoat, provylenglycol, 1,3-butylenglycol, dimethyl-
formamid, olier, navnlig bomuldsfrgolie, jordngddeolie, majs-
kimolie, olivenolie, ricinusolie og sesamolie, glycerol, gly-

35 cerolformal, tetrahydrofurfurylalkohol, polvethylenglycoler
og fedtsyreestere af sorbitan eller blandinger af disse stoffer.
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Til parenteral anvendelse kan oplgsningerne og emul-
sionerne ogs& foreligge pd steril og blodisotonisk form.

Suspensioner kan ud over det virksomme stof indeholde
de gangse barestoffer sdsom flydende fortyndingsmidler,

f eks. vand, ethanol, propylenglycol, suspenderingsmidler,
f.eks. ethoxylerede isostearylalkoholer, polyoxyethylensorbi-
tol- og sorbitanestere, mikrokrystallinsk cellulose, aluminium-
-m-hydroxid, bentonit, agar-agar og tragant eller blandinger

af disse stoffer.

De navnte prazparatformer kan ogsd indeholde farvemidler,
konserveringsstoffer samt lugt- og smagsforbedrende tilsatnin-
ger, f.eks. pebermynteolie og eukalyptusolie samt sgdemidler,
f.eks. saccharin.

Den terapeutisk virksomme forbindelse skal i de oven-
navnte'farmaceutiske prazparater fortrinsvis vere til stede
i en koncentration fra ca. 0,1 til ca. 99,5 vegtprocent af
den samlede blanding, fortrinsvis i en mengde pé& fra ca. 0,5
til ca. 95 vagtprocent.

De ovennavnte farmaceutiske przparater kan ud over
den her omhandlede virksomme forbindelse ogs& indeholde
yderligere farmaceutisk virksomme stoffer.

Fremstillingen af de ovennavnte farmaceutiske prapara-
ter sker p& gengs méde efter kendte metoder, f.eks. ved
blanding af det eller de virksomme stoffer med barestoffet
eller bazrestofferne.

De omhandlede farmaceutiske prazparater kan anvendes
i humanmedicinen og veterinzrmedicinen til forebyggelse,
forbedring og/eller helbredelse af sygdomme.

Det virksomme stof eller dets farmaceutiske prapara-
ter kan indgives lokalt, oralt, parenteralt, intraperitonealt
og/eller rektalt, fortrinsvis parenteralt navnlig intravengst.

I almindelighed har det savel i human- som i veteri-
narmedicinen vist sig at vere fordelagtigt at indgive det

her omhandlede, virksomme stof i totalmengder pé fra ca. 1 til
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ca. 40, fortrinsvis fra 2 til 8 mg/kg legemsvagt pf. 24 ti-
mer, eventuelt i form af flere enkeltindgivelser til opn&-
else af de ¢gnskede resultater.

En enkelt indgivelse indeholder det her omhandlede
virksomme stof, fortrinsvis i mengder pd fra ca. 0,1 til
ca. 4, navnlig fra 0,2 til 2 mg/kg legemsvegt. Det kan dog
vere ngdvendigt at afvige fra de nzvnte doseringer, nemlig
afhangigt af arten og legemsvegten for det objekt, der skal
behandles, lidelsens art og svarhedsgrad, praparatets art
og indgivelsesmaden pd lagemidlet samt det tidsrum eller
interval, indenfor hvilket indgivelsen finder sted. Det kan
sdledes i nogle tilfalde vare tilstrazkkeligt at anvende
mindre end den ovennavnte mengde virksomt stof, medens man
i andre tilfzlde m& overskride den ovenfor angivne mangde
virksomt stof. Fastlaggelsen af den hver gang pakravede
optimale dosering og indgivelsesmdde for det virksomme
stof kan let foretages af enhver fagmand pi grundlag af al-
mindelig fagmands viden.

Eksempel 1

En chromatografis¢gjle med en diameter pd 2,6 cm og
en langde pd 40 cm (Pharmacia K 26/40CD) fvldes med CM—Sephadeng
C 25. CM—Sephadex(:)C 25 er forinden ®kvilibreret i 0,2 molar
natriumacetat-puffer med en pH-verdi pd 4,7. Efter fyldningen
vaskes sgjlen med destilleret, afgasset vand, indtil lednings-
evnen er faldet til 0,1 mS/cm. Lavhgjden i sgjlen andrager
od dette tidspunkt 34 cm. Som forsggsstof anvendes der 9,2 a
af en forrenset acarbose, som foruden vand yderligere inde-
holder salte og andre urenheder. Acarbosen oplgses i ca. 40 ml
destilleret vand, pH-verdien indstilles p& 4,7 ved tils=atning
af noget saltsyre, og oplgsningen fyldes op til 50 ml. Inhi-
bitorindholdet andrager 446 550 SIE svarende til 5,75 g
vandfri, ren acarbose. Stoffet pa&fgres med en gennemstrgmnings-—
hastighed pd 100 ml/time (18,8 cm/time) pé& s¢jlen og efter-
vaskes med destilleret vand med en temperatur pa 26°¢C og elue-
res. Forlgbet af adskillelsen fremgdr af fig. la p& tegningen.
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Hovedfraktionen forenes og giver et udbytte pad 5,87 g med
399.300 SIE, dvs. 89% af den anvendte inhibitor. Den speci-
fikke aktivitet andrager 72 SIE/mg i tgrstoffet. HPLC-Me-
toden giver et indhold pa 93% vagt-% pa tgrstofbasis.
Regenereringen af sgjlen udfgres med 800 ml 0,2 molar
natriumacetatpuffer med en pH-vardi pd 4,7, og den udvaskes

derpd med 600 ml destilleret, afgasset vand.

Eksempel 2-5
gvarende til eksempel 1 gennemfgres alle eksemplerne

ifglge tabel I, idet dog temperaturen af sgjlekappen varieres
under elueringen. Der g&s frem p& den made, at termostaten

til s@jleopvarmningen tilkobles 3 timer efter begyndelsen

af pafgringen, sdledes at opvarmningen, alt efter den indstil-
lede temperatur,har ndet den ¢gnskede verdi i lgbet af

3-12 minutter. Rumfanget af hovedfraktionen er angivet i

tabel I og for eksempel 5's vedkommende med en elueringstem-—

peratur pa 70°C i fig. 1lb p& tegningen.
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Tabel I

Acarbose-chromatografi pd CM-Sevhadex ®C 25

Afhangighed af elueringsrumfang af temperaturen

Rumfang af ' Indhold
Temperatur hovedfrakti~ ifglge
Eksempel ved elueringen onen Udbytte HPLC
°c ml g % %
1 26 1 163 5,87 89 95
2 40 840 6,25 100 92
3 50 570 6,04 91 90
4 60 460 5,92 86 92
5 70 380 6,62 99 94

Eksempel 6

En chromatografisgjle (Pharmacia K 26/70) fyldes som i
eksempel 1 med CM-Sephadex C 25, der dog er akvilibreret
ved en pH-vardi pa 4,3 og vasket. Fyldhgjden andrager 47 cm.
Som teststof anvendes der igen som i eksempel 1 en forrenset
acarbose, idet der pédfsdres 579 0000 SIE i 200 ml vand. Gennem-
strgmningen andrager 117 ml/time (22 cm/time). Elueringen
udfgres med vand. Som i eksempel 1 elueres der fgrst salthol-
dige fraktioner og dernast acarbosen. Afstanden mellem afslut-
ningen af de saltholdige fraktioner og begyndelsen af stig-
ningen i acarbose andrager 162 ml. Elueringen af acarbosen
accelereres ved opvarmning af s@gjlen til 45°¢. Rumfanget
af acarbosefraktionen andrager 1048 ml, og udbyttet andrager
577 000 SIE, dvs. 100% af den pafgrte mangde.
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Eksempel 7

prssinhniunas SR

som i eksempel 6 fyldes en chromatografisgjle med
CM-Sephadex<)C225, der imidlertid er akvilibreret til en
pH-vardi p& 4,9 og vasket. 200 ml af testoplgsningen med
579 000 SIE pafgres, og stofferne elueres med vand. Mellem
de saltholdige fraktioner oa begyndelsen af acarbosefraktio-
nen er der kun endnu en afstand pd 23 ml. Rumfanget af hoved-
fraktionen andrager 707 ml, og der opvarmes pd ny til 45°cC.
Udbyttet andrager 577 000 SIE, dvs. 100% af den pafgrte mangde.

Eksempel 8
En chromatografisgjle (Pharmacia K 26/40) fyldes

med CM-Sepharose Cl 6B fast flow, akvilibreres til en pH-
-verdi pd 4,5 med 0,2 molar natriumacetatoplgsning og udvaskes
med vand. 40,5 ml af en opldsning af forrenset acarbose med
en hazmningsvirkning pad 247 300 SIE vafgres. Gennemstrgmnings-—
hastigheden andrager 100 ml/time (18,8 cm/time). Elueringen
finder sted med afgasset, destilleret vand, idet s¢jlen ved
begyndelsen af acarbose-elueringen opvarmes til 45°C. Af-
standen mellem salt- og acarbosefraktionen andrager 38 mi,
og rumfanget af hovedfraktionen udggr 600 ml. Udbyttet af
acarbose andrager 247 000 SIE, dvs. 100% af den anvendte
mengde. Indhold ifplge HPLC-metoden er 98 vegt-% pa tgrstof-
basis.
Eksempel 9

En chromatografisgijle ifglge eksempel 8 fyldes med
carboxymethylcellulose CM 52 (Whatman), zkvilibreres med
0,2 molar natriumacetatoplgsning til en pH-verdi pé& 4,5 og
udvaskes med vand. Fyldningshgjden andrager 36 cm. 62 ml af
en oplgsning af forrenset acarbose med en hemningsvirkning
p& 394 000 SIE pdfgres og elueres som i eksempel 8. Acarbose-
fraktionen fglger umiddelbart efter saltfraktionen. Rumfanget
af acarbosefraktionen andrager 850 ml, og udbyttet er
322 000 SIE, dvs. 82% af den anvendte mangde. Indholdet ifglge

HPLC-metoden udg@r 90 vagtprocent pa terstofbasis.
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Eksempel 10

En chromatografisgjle ifglge eksempel 8 fyldes med
Matrex-Cellufine CM(E>(Amicon), &kvilibreres med 0,2 moleaer
natriumacetatoplgsning til en pH-vardi pi 4,5 og udvaskes

med vand. Fyldningshgjden udgér 37 cm. 62 ml af en oplgsning
af forrenset acarbose med en hamningsvirkning p& 394 000 SIE
péfgres og elueres som beskrevet i eksempel 8. Acarbosefrak-
tionen fglger efter saltfraktionen i en afstand pa 23 ml.

Rumfanget af acarbosefraktionen andrager 960 ml, og udbyttet
udggr 350 000 SIE, dvs. 89% af den p&fgrte mengde. Indholdet
ifglge HPLC-metoden udggr 98 vegtprocent pad t@drstofbasis.
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PATENTZEKRAV.
1. Fremgangsmade til fremstilling af acarbose med et

acarbose-indhold pa mindst 90 vagtprocent pa torstofbasis,

eller en vandig oplesning deraf, k ende t egne t

ved, at man paferer forrenset acarbose med et acarbose-ind-
hold pa 78-88 vagtprocent pa torstofbasis i vandig, 1-20
vegtprocents oplesning med en pH-verdi pad fra 3,5 til 6,5
pd en sejle, der som.fyldmateriale indeholder svagt sure
kationbyttere med carboxylgrupper pa basis af dextran, aga-
rose og cellulose, eller ud fra disse under tilsetning af
polyacrylamid afledte ionbyttere, hvorhos rumfanget af den
paferte, forrensede acarbose-oplesning hejst er 1lig med
sgjlens fyldrumfang, hvorpa spjlen udelukkende elueres med
afgasset, destilleret vand, hvorefter acarbosen om gnsket
isoleres fra eluatet pa gengs made.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, k end e teg-

n et ved, at der paferes et rumfang af den forrensede
acarbose-oplegsning, der svarer til sejlens fyldrumfang.

3. Fremgangsmade ifelge krav 1, k e n deteg-

n et ved, at rumfanget af den forrensede acarboseoplesning
udger under 60% af sejlens fyldrumfang.

4. Fremgangsmade ifelge krav 1, kende teg -
net ved, at pH-verdien i den forrensede acarboseoplegsning
andrager 3,5-6,0, fortrinsvis 4,0-5,5.

5. Fremgangsmade ifelge krav 1-4, kende teg -

n et ved, at man padferer den forrensede acarboseoplegsning
ved temperaturer op til stuetemperatur, fortrinsvis i omradet
fra 4 til 25°C, hvorpa man efter eluering af saltene og
farvende bestanddele opvarmer seojlen til 25-90°C, fortrinsvis

40-70°C.
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