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Den foreliggende opfindelse angdr en sarlig fremgangs-
mdde til fremstilling af moranolin (2-hydroxymetyl-3,4,5-tri-
hydroxypiperidin) med formlen

oH
HO- . - L .. OH
L | :
N
Yy CH,OH

Fremgangsmaden ifplge opfindelsen er ejendommelig ved
det i patentkravets kendetegnende del anforte.

Nerverende opfindere har tidligere som de fgrste isole-
ret et stof med formel I ud fra morbzrplanter (Morus) og en
kinesisk medicin, en urtemedicin der gdr under betegnelsen
"Soh-hakuhi" (rodbarken af morbar) som et naturligt forekom-
mende stof, og de gav stoffet navnet "moranolin" (Yagi et al,
Journal of the Agricultural Chemical Society of Japan: vol
50, side 571 (1976)), og de viste at moranolin har en meget
nyttig virkning som medicinsk produkt med hensyn til at inhi-
bere forggelse af blodsukker hos sukkerbelastede dyr. Der er
senere foretaget yderligere undersggelser med henblik pa at
finde frem til en fremgangsmadde til kommerciel fremstilling
af stoffet moranolin, og som resultat heraf er det nu lykkedes
at finde en meget fordelagtig fremgangsmade til fremstilling
af moranolin, hvilket er udtrykt ved den foreliggende opfin-
delse.

Som fremgangsmdde til fremstilling af moranolin kendes
der ud over ekstraktion fra Morus og andre planter kun reduk-

tion af nojirimycin, der har formlen

?H
HO.- ... -..OH
IT
150~ N cn.0H
H 2

et antibiotikum der frembringes af en slags actinomycet, ved
hjelp af en platinkatalysator eller natriumborhydrid (Inoue
et al, Tetrahedron, 23, 2125 (1968)).
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Fremstilling af nojirimycin ved g®ring og rensning af
dette stof er beskrevet i de japanske patentpublikationer nr.
760/1968 og 5033/1970, offentliggjort henholdsvis 11/1 1968
og 19/2 1970, og herfra er det kendt af nojirimycin er et yderst
ustabilt stof og at sonderdeling indtrzder selv under neutrale
betingelser, samt at stoffet ogsd let sgnderdeles under sure
betingelser. Det er derfor yderst vanskeligt at isolere noji-
rimycin fra en kulturoplesning deraf, og de ovennavnte patent-
beskrivelser angiver ogsd at der hértil behpves mange besvar-
lige operationer, herunder fgrst og fremmest ionbytter-sgjle-
kromatografi, og at den sterste omhu udkrazves herved; det an-
fores desuden at selv om der anvendes en rensningsmetode over
et svovlsyrling-addukt, der har veret anset for fordelagtigt,
indtrader der dog tab p& 50% eller derover i rensningstrinnet.
Hvad angdr fremstilling af moranolin med formel I ud fra det
resulterende rensede nojirimycin er udbyttet deraf yderligere
kun 50% eller derunder, selv nar der bruges en kostbar platin-
katalysator. Som samlet resultat af disse kendsgerninger gael-
der det at hvis moranolin med formel I skal fremstilles ud
fra nojirimycin med formel II fra en kulturoplgsning, vil en
sddan produktion krazve mange besvarlige operationer og trin,
og ikke desto mindre andrager det samlede udbytte kun 15-20%;
det har derfor ikke varet muligt at gennemfgre en sadan frem-
gangsmade som en kommerciel produktionsmetode.

I forbindelse med den foreliggende opfindelse er der
gjort undersggelser for at finde en kommercielt fordelagtig
produktionsmetode for moranolin, der er et nyttigt medicinsk
produkt, og som felge heraf har det nu overraskende vist sig
at det er muligt at fremstille moranolin i nasten kvantitativt
udbytte, hvis man katalytisk reducerer en kulturoplgsning fra
dyrkning af en actinomycet og indeholdende nojirimycin som
den er, hvorefter man behandler den resulterende reducerede
kulturoplgsning med en ionbytterharpiks. Som katalysator kan
der fx anvendes en raneynikkel-katalysator.Som eksempler pad
andre egnede metalkatalysatorer kan der navnes mangan, zink,
kobolt, kobber og lignende metaller, men fgrst og fremmest
foretrakkes det at bruge raneynikkel. Fremgangsmdden ifglge
opfindelsen er ikke blot fordelagtig ved at udbyttet af mora-
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nolin (I), regnet ud fra den m®ngde nojirimycin (II) der fin-
des i mediet, med et slag forbedres til det femdobbelte af
det der fas ved den konventionelle metode eller mere, men ogsad
at et antal besverlige trin til ekstraktion og isolation af
nojirimycin underveijs bliver helt overfledige, og alligevel
er det ogsd muligt at forenkle operationerne til ekstraktion
og rensning af slutproduktet i betydelig grad. Hvis nemlig
nojirimycin ekstraheres fra dyrkningsoplesningen som det sker
ved den konventionelle fremgangsmade, vil neringsstoffer og
stofskifteprodukter eller nedbrydningsprodukter af nojirimy-
cin i mediet delvis ga med over i ekstrakten, hvorved isole-
ring og rensning af nojirimycin vanskeligggres, vanskelighe-
der der skal lzgges til selve nojirimycinets ustabilitet. I
modsatning hertil har det uventet vist sig at de inhiberende
stoffer denatureres under reduktionsprocessen ifglge den fore-
liggende opfindelse, og nar man udfprer operationen med at
ekstrahere og isolere moranolin fra den reducerede dyrknings-
oplgsning ved en ionbytterbehandling, indgdr disse biprodukter
nasten ikke i den resulterende ekstrakt. Selv om der skulle
blive indblandet en ganske lille mangde biprodukter i ekstrak-
ten, er det muligt let at udfere rensning ved saltdannelse
med en almindelig mineralsyre eller en passende organisk syre
pd sadvanlig madde. I kraft af denne iagttagelse er der opnaet
en forenkling af fremgangsmidden %il fremstilling af moranolin
langt ud over hvad der kunne ventes, og i kombination med den
kendsgerning at der opnds nasten kvantitativt udbytte af det
#nskede stof er den foreliggende fremgangsméde til fremstilling
af moranolin kommercielt meget verdifuld.

Renheden af de omhandlede stoffer belyses narmere ved
tegningen, pa hvilken

fig. 1 viser et tyndlagskromatografi af rat moranolin
vundet ved den fremgangsmdde der er beskrevet i omstdende ek-
sempel 1, mens

fig. 2 viser et tyndlagskromatografi af rdt nojirimycin
vundet fra samme medium.

I begge tilfzlde var asorbenten silikagel, fremkalder-

oplgsningsmidlet @tanol/vand/kloroform 4:2:1 og bestemmelsen
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skete ved hjzlp af en hydrogenflamme-ioniseringsdetektor (syn-
krograf fremstillet af Yatoron)..

Fig. 1 og 2 viser alts& henholdsvis et tyndlagskroma-
togram af moranolin vundet ved behandling pé& en ionbytterhar-
piks som beskrevet i eksempel 1, og af rat nojirimycin vundet
ved ekstraktion fra samme kulturoplesning ved den fremgangs-
made der er beskrevet i ovennazvnte japanske patentpublikation
nr. 760/1968. Fig. 2 viser at nojirimycin, der er prekursor
for reduktionen til moranolin, er til stede i blanding med
forskellige urenheder i betydelig mezngde, der hammer ekstrak-
tionen deraf. Derimod er moranolin vundet ved ekstraktion i
henhold til opfindelsen nesten frit for urenheder som det ses
af fig. 1.

E Hvad angdr den metalkatalysator der fortrinsvis anvendes
ved fremgangsmaden, kan man med fordel bruge en hvilken som
helst slags aktiveret nikkelkatalysator, men i almindelighed
er kommercielt tilgmngelige, industrielle raneynikkel-kataly-
satorer tilstrakkelige.

Fremgangsmadden ifslge opfindelsen skal i det felgende

belyses nazrmere ved nogle eksempler.

Eksempel 1

En nojirimycinproducerende actinomycet af sl®gten Strep-
tomyces podes i 5 liter flydende medium indeholdende 2% sti-
velse, 1% sojabgnnepulver, 0,05% KCl, 0,05% MgSO,,7H,0, 0,5%
NaCl og 0,35% CaCO3,
i 3 timer under luftning. Efter fuldferelse af inkubering til-
settes der. 500 g filterhjelp ("High-Flow Super-Cell") efter-
fulgt af filtrering, hvorved der vindes 4,4 liter filtrat.

og der udfgres rysteinkubering ved 27°¢

Indholdet af nojirimycin i dette filtrat var 500 pg/ml, bestemt
ved en biologisk bestemmelsesmdde under anvendelse af B8-gluko-
sidase (Niwa et al, Agr. Biol. Chem. 34, 966, 1970).

‘ Til 500 ml af denne kulturoplegsning sattes ca. 10 ml
kommercielt tilgzngeligt industrielt raneynikkel og der udfe-
res omrpring i en strem af hydrogen ved stuetemperatur og un-
def atmosfaretryk. P4 6 timer absorberes der ca. 200 ml hydro-

gengas, hvorefter absorptionen standses. Katalysatoren fra-
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skilles ved filtrering og det resulterende filtrat feres gen-
nem en kolonne indeholdende 300 ml "Dowex" 1 x 2 (OH-formen),
og den resulterende effluent f@res gennem en kolonne indehol-
dende 200 ml "Dowex"()SOW x 4 (H-formen). Kolonnen vaskes

med 2 liter vand efterfulgt af eluering af de ~asorberede stof-
fer med 0,5%s ammoniakvand. Det resulterende eluat koncentre-
res og inddampes til terhed under nedsat tryk, og der vindes
lyse gulbrune krystaller. Udbytte 280 mg. Tyndlagskromatogram-
met for dette produkt er som navnt vist i fig. 1. Omkrystal-
lisation fra metanol giver 218 mg renset moranolin. Smp.:
203-205°¢, [a]g4 = 44,6° (vand). Udbytte 87%.

Eksempel 2

Til 360 ml filtrat, indeholdende 500 pg/ml nojirimycin,
fra en kultur af en nojirimycin-producerende actimycet, vundet
pa samme made som beskrevet i forste afsnit af eksempel 1,
sattes der 50 mg 5% Pd/C og blandingen omrgres natten over
i en hydrogenstrgm ved stuetemperatur ogrnormaltryk. Katalysa-
toren fjernes ved filtrering og filtratet behandles som be-
skrevet i eksempel 1 til frembringelse af 149 mg rent moranolin.
Udbytte 83%.

Eksempel 3

Til 500 ml kulturfiltrat fra dyrkning af en nojirimycin-
producerende actinomycet, vundet pd den i fgrste afsnit af '
eksempel 1 beskrevne mdde og indeholdende 500 pg/ml nojirimy-
cin, sattes der 10 ﬁg platinsort. Blandingen omrgres natten
over i en hydrogenstregm ved stuetemperatur og normaltryk, hvor—
pd& den behandles som beskrevet i eksempel 1 til frembringelse

af 170 mg moranolin.
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Fremgangsmade til fremstilling af moranolin med formlen

OH

HO-- .- L --0H 1
N--~CH,O0H
H 2

ved katalytisk reduktion af nojirimycin med formlen

OH
HO-.. t[:--OH I
N~
HO q CH20H

kendetegnet ved at man reducerer en kulturoplgsning

fra en actinomycetkultur indeholdende nojirimycin ved hjalp
af en metalkatalysator, hvorefter man isolerer moranolin fra

den resulterende oplesning ved hjzlp af en ionbytterharpiks.

Fremdragne publikationer:




Fig. 1

Rt moranolin

Fremkaldelsesretning

Fig. 2

R4t nmojirimycin
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