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MEMORIA DESCRIPTIVA
para golicitar
PATEUNTE DE INVENCION
en
ESPAN A

por VEINIE afjos ¢
8 nombre de FIRMA A. MATTERMANN & CIE,, entidad alemana, esta-
blecida en Eupsner Strasse 159 ‘a, K6ln-Braunsfeld, Alemanism,
por:

"UN'PROGEDIMIEETO PARA 1A OBTENCION DE FOSFOLIPIDOS NATURALES®™,

le invencidn se refiere a un procedimiento para la obten-
cidn de fosfolfpidos naturales & partir de fosfdtidos brutos ve-
getales, espescialmente de log que se preparan a partir de habas
de soja por los procedimlentos conocidos. Como es sabldo, los
dsteres diglicéridos del dcldo colin-fosfirico & colemin~fosfd-
rico, son representantes de los 8steres-fosfatidos que estén
nuy repartidos en el reino animal y en el reino vegetal. Puede
vefse, 8 este respecto, por ejemplo, el libro de Paul Karrer,

Lehrbuch der orgamischen Chemie, 1950, pégina 247. Estos éste-

res se presentan siempre mezclodos, especialmente en los fosfi-
tidos brutos de origen vegetal. En el comercic y en la técni~
ct se conocen egtas mezclas de sustancias con el nombre de leci-~

$ina. De acuerdo con la nomenclatura quimice, se sobrentien-
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den, desde luego, con el nombre de lecitina, o bien lecitinas,
solamente los representuntes de la clase de los Tosfétidos que
llevan colina como grupo bdsico. Cuando el componente bésicoe
es la colamina, el nombre quimico correspondiente es el de ce-
falina., (ver Karrer, loc. cit. pdgina 24?). Los dsteres-fos-

fétidos presentan‘la siguiente fdérmula estructural:

(GH0 COOHop 4 g
CHO GOOmHan+ 1
‘ ggﬁ‘o
CH., (0P ——0-CH.CH, N(CcH,) ,0H
HaF < O-0H,0R, NICH;) 5
lecitina

(ester diglicérido del 4cido colinfosfdrico)

fﬁéo . COCnﬁgn_* 1

CHO . COC_H, .
I / 0 .
GHéOP — 0 CHéGHéNHZ
™~ om
Cefalinas

(Ester diglicérido de deido colamin-fosfdérico

Como los restos de dcido graso cambian, existen varias
lecitinas y variag cefalinas.

Se ha encontrado que, en ciertas condlciones, se pueden
obtener fosfolipidos naturaleé, a partir de fosfdtidos brutos
de origen vegetal, especialmente tambidén = partir de fosfétido
bruto de soja, en los cumles los ésteres diglicéridos de dcido
colin-fosfdrico predominan, o bien estdn constitufdos exclusi-
vamente por &steres diglicéridos de 4cido colinfosfdrico, ¥,
ademés, presentan un conténido elevado en fcidos grasos esen-

cieles que, por su parte, tienen una importancia decislva adi-
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cional sobre la activided médico-terapéutica de este clase de
cuerpos bioldgicamente importantes.

Se ha encontrado ademds que los ésteres diglicéridos de
dcldo colin-fosférico obtenidos de acuerdo con el procedimien-~
to de la invencidn, se pueden desioblar enzimdticamente, por
trateamiento con veneno de serpientes,-siendo atacados y escin-
dldos, por el veneno de las serpientes, los dcidos grasos que
se encuentran en la posicién alfa, dé manera que resultan és-
teres colinicos del dcido monoglicérido—fosférico, que llevan
el nombre de lisolecitina, qﬁe presentan, lo cuscl es sorpren-
dente, todavia dcidos grmsos esenciales, poli-insaturados, en
la posicidn beta, siendo esto de considerable importancla des-
de el punto de vista fisiolégico v medicinal.

Con arreglo a la terminolog{a médica actual, se compren-
den bajo el nombre de decidos grasos esencilales, de un modo ge-
neral, los dcildos gresos necesarios para la vida, que no Pue-
den ser sintetizados por el organismo. Se trate de dcidos gra-
sos poli-insaturados, de configuracidn muy determinada, entre
los cuales, el dcido 1indlico ocupa una posicidn clave pare el
organismo humano, ya que, partiendo de dicho écido, puede for-
marse en el organismo, por ejempld, el 4cido araquiddnico, que
es un écido esencial, muy activo, es decir, un dcido G,q tetra-
énico. Con respecto a2 la importancia que tienen los dcidos gra-
sos esenciules para el organismo humanoc, citaremos brevemente,
a nmanera de ejemplo, las siguientes publicaciones, entresacadas
de la multitud de datos existentéé en la bibliografia:

Rieckehoff y colaboradores {(Arch. Biochem. 25, l1-12, 1950}
encontraron, en ensgyos con eénimales; que, en el caso de una die-
ta concarencia de grasa, era suficiente ya una pequeﬁa‘cantidad

de dcido 1indlico para que el organismo sintetizese dcido ara-
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quiddnico.

Sehulz (Medizin. 29/30, VII, 1007, 195%), comprobd que,
en log cagos de enfermedades agudas de parénguima del higado,
se acortaba la duracidn de la enfermedad suministramio &cidos
gragos poli-insaturados. También en el caso de hepatopatias
crdnicas, se ha sefialado un éxito claro. v

Allegri (€rch. Sc. med. Torino, 97, 6, 1954) demostrd,
en experimentos con animales, que, en comparacidn con anime-~
les de control, ratas parcialmente hepatectomizadas, que ha-
bian sido alimentadas con dcidos grasos insatursdos, presen-
taban une regenerscidn més rdpida del hfgado que les quedaba -
medida por el peso y pér el cuadro histoldgico - (fuerte ac-
tividad cariocindtiea) y aumento considerable del difmetro nu-
elear. | ‘

Knipping {(Munch. med. Wsc¢hr. 97, 28, VII, 901, 1955) de-
mostrd que los dcldos grasos pdli-insatnrados eran capaces de
acortar los hepatopatias ligeras y de gravedsd medis, y sobre
todo, 1la fage, sobre. la que es tan diffeil influir, entre he-
patgpatf&'y recuperacién. En ensayos con animales, se regene-
ra el engorde del l4bulo y aumente la scumulacidn de glicdge-
no en el higado.‘ Ademds, la secrecidn de la bilis resulta ex-
citada y disminuye el cuadro de deido ﬁirﬁviao.

Segﬁn.SchEttler,;los écidés grasbs esenciales poli-insa-
turados, no solamenté ejercen una accidn lipotrdpica, sino que
tembién manifiestan una accidén favorable sobre la sintesis de
glicogeno.,

En relacidn con la importancia que corresponde a los fos-
folﬁpidoéAque lleven colina, en general, y a los #cldos grasos
esenclales, ésﬁecialmenfe para la medicina, el inventor se ha

planteado la misidn de obtener, partiendo de fosfdtidos brutos
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de procedencia vegetal, preferiblemente de fosfétidos brutos
de soja, preponmierantemente, o de modo exclusivo, esteres co-
linicos del dcido diglicérido-fosfdrico, que tienen un conte-~
nido mdximo posible en dcidos grasos esenciales. La invencidn
tiene, pues, por objeto principal, la elaboracidén de fosfdti-
dos vegetales, especialmente de fosfdtidos brutos de soja, de
tal manera que, por un lajo, se manteﬁgan los dcidos grasos
esenciales contenidos en los ester-fosfdtidos en estade natu-
ral, es decir, que se pueden revalorizar en el mis alto grado
apetecido, pero, por otro lado; separar del modo més completo
posible la méxims centidad de muchas de las sustancias acompa~
fiantes, entre las cuales figuran también todos los ester-fos-
fitidos, que no presentan colina como componente bdsico, Se-
gin esto, la invencidn se refiere & un procedimiento para la
preparacidn de fosfolfpidos naturales con un contenido eleva-
do en dcidos gragos esgenciales y colina, as{ como al producto
mismo obtenldo de acue:do con este procedimiento.

Ia invencidn tiene por objeto, adémés, 1a Preparacion de
un fosfolf{pido neutro, con un contenido elevaio en dcidos gra-
sos esenciales, que esté constitufdo de un modo précticemente
eXclusivo, por colin-egteres del dcido diglicerido fosférico
¥ que pueda considerarse como puro desde el punto de vista qui-

mico, porque los fosfolfpidos que contienen todavia ciertas im;

purezas no compatibles con el plasma, especialmente el ester di--

glicerido del dcido colaminfosférico (= cefalina), no son ade-
cuados para éplicaci&n por via intravenosa. Sobre esta cuestidn
se encuentran los siguientes datos en la bibliograffa.

0'Brien publicd en Lancet 271, 232 (1956), investigacio-
nes sobre sustancias que favorecen le comgulacidn de la sangre,

Se buscaba una relacidn entre 1d>aparicién frecuente de trombo-
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sis coronarie y la alimentacidn modificada, rice en grasas, de
log Ultimos 50 afios. EL autor ha podido demostrar que, no so-
lamente lms grasas sino, en escale mucho més intensa, ciertos
fosfolfpoides, a saber, fosfatidil-etanolamina ( = cefalina)
aceleran los Procesog de coagulacién. En ensayos de alimenta_
cion con diferentes tipos de grasas y cefalina, se demostrd
que la cosgulacidn se modifica con la méxima intensidsd des-
pués de la cefalinsa. v

Summer y Summer (J. of. Bilol. Chem. 134, 531 (1940), han
desorito un fermento que existe en la soja (perdxidasa), el
cual, en presencia de H,0,, es capaz de oxider los dcidos gra-
sos ilnsaturados. Este fermento posee, segin Mitchlin y Psche-
nnova (Blochimija, 11, 437, 1946) enlaces insaturados, eh los
que puede fijarse oxigeno de ura manera 1dbil. Ias investiga-
ciones de Kamaljan (Blochimija, 16, 396, 1951}, pusieron de
menifiesto que la adicidn de colamine rebaja la fijecidn de ox{-

 geno del fermento, y que tambidn inhibe la decoloracidn peroxi-

ddsica de carotenoides. También el oleato de colamins inhibe
la actividad de la peroxidassa.

Igualmente, Sincleir sefiald, en su conferencis, presenta-

- da en el Simposio sobre la biologla de 1la vejez, celebrado en

‘ septiembre de 1956, en Londres, que la elevada cosgulabilided

de la sangre puede ser ocasionada por una mayor concentracidn
de fosfdtido de etanolamina.

La invencion, finalmente, tiene por objeto desdoblar, a
partir de los ésteres diglicéridos de dcido colinfosfdrico, los
dcldos grasos que se encuentran eﬁ'posicién alfa. Los esteres
colinicos de dcido monoglicerido-fosfdrico, son de gren activi-
dad bioldgicae graclas & uns actividad superficial extraordina-

riamente elevads. Poseen una aceidn asctiva en el metabolismo
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y pueden, por ejemplo, emplearse como energéticos cardiécbs..
Los esteres colinicos del dcido monoglicérido fosfédrico, a di-
ferencia de los esteres del fcido diglicerido fosférico, son
perfectamente solubles en agua. En cambio, son insolubles en
éter y en acetona.

Se conoce el procedimiento para preparar esteres del dei-
do diglicérido fosférico a partir de fbsfétidoé brutos, espe-
cialmente también a partir de fosfdtidos brutos de soja, de
tal modo que, primeramente, se extrae el fosfdtido bruto con
acetona y luego, 13 mezcla de esteres éue resﬁlta en esta ex-
traccidn se sigue tratando con alcohol.

De acuerdo con la invéncién, le preparicidn a partir de
Posfdtidos brutos, especialmente de fosfdtido bruto de soja,
se Tealizn extrayemdo a fondo el fosfatido bruto con acetona,

2 une temperatura que no puse de 352, y 1a mezcla obtenida de

egsta manera ge eXtrae, igualmente & una temperatura que no ex-

. ceda de 35?, y en Presencia de un gas inerte, con alechol, pa-

ra lograr una separnclén emplia de ester diglicerido de Acido
colinfosférico y ester diglicérido de deido colaminfosférico.
Es conveniente réalizér esta extraccidn en ausencia de la luz.
De este modo se consiguen fosfolipidos, con rendimientos pric-
tice.menté satisfactorios, que contienen preponderan’ceﬁlente C O
lina como componente Eésico ¥y, ademds, presentan 60% de Acidos
grasos con relacidn & los 4dcidos grasos totales. |

De acuerdo con otro paso oéeratorio; para la separacidn
completa del ester diglicerido del dcido colaminfosfdrico, se
afisde la solucidn alcohblica, & una temperstura que no pese de
35%, ¥ en ausencia de la luz, del aire, o del ox{geno,ren pre-
sencia de un gas inerte, sobre una columna en la cual se en-

cuentra una papilla alecohdlica de un carbonato o de un oxido
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de uno o varios elementos de los grupos segundo ¥y tercero del
sistema periddico, pPreferiblemente del aluminio y/o del megne-
8io. Para los fines de la invencidn, ha dado resultados espe-
cinlmente favorables el 8xido de 2luminio. Evaporando en vacio
la solucidn alcoholica que sale de la columna, en presencia de
un gas inerte, se obtlenen esteres colinicos del Acido digli-
cerido-fosfdrico quimicamente puros, y por tanto adecusdos pe-
re administracidn intravenosa, que presemtan un contenido espe-
cialmente elevado en Acidos grasos esenciales.

Para aumenter los rendimientos en esteres digliceridos
de dcido colinfosfdrico, hay que desdcblar, por elucidn con al-
cohol, los compuestos de edicidn que se forman en la columna a
partir del 8xido o del carbonato, por una parte, y los esteres
diglicéridos de dcido colinfosfdrico o colaminfoéférico, por
otra.

La solucidn obtenida por elucidn con alcohol que sale de
la columna, se reune con la primera solucidn y amﬁas se concen-
tran al mismo tiempo en'vacio,'en presencia de un gas inerte.

Los esteres colinicos del deido diglicérido-fosfdrico ob-
tenidos de acuerdo con la invencidn constituyen una_sustancia
incolora de consistencla pastosa, que se disuelve fécilmente en
éter y en cloroformo, as{ como también en alcohol, éter de pe-
trdlec ¥ otros disolventes orgdnicos. Es completamente ingo- ‘
luble en acetona. ILa cifra de nitrdgeno total tedrica alcanze
2,05 %. La cifra de nitrdégeno de colina determihada analitica-
mente segin Kjeniahl, da 2,04 %. Por lo tanto, nés del 99,5%
del nitrégeno total, es decir, el 100%, desde el punto ge vis-
ta préctico, estd en forma de nitrdgeno de colina. Los dcidos
grasos de los esteres obtenidos de acuerdo con la invencidn se

distribuyen en un 17,7% como Acidos grasos saturados y 82,3%
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cidos grasos insaturados, calculado con relacidn a los dcidos
grasos totales. las cifras absolutas para los écidqs grasos
insaturados solamente se distribuyen como sigue: en el 82,3%,
el dcido olédico representa el 17,2%; el dcido lindlico, 52%;
el dcido linolénico, 13,1%. 81 se calculan estas cifras abso-
lutas en cifras relatives, referidas a Acidos grasos insaturs-
dos, resulta, para el acido oldico, 20%, para el dcido 1lindli-
co 64% y, para dcido linolénico, 16%. ‘Es decir, dentro de los
dcidos grasos esenciales, la proporcidn de Acido 1indlico por
s{ solo alcanza 80%; la proporcidn de dcido linolénico 20%, gra~
cias al modo operatorio especial de acuerdo con larinvencién.
EJEMPLO

S8e liberan de componentes aceltosos 8 kg. de fosfatido
bruto de soja, a una temperatura que no pase de 352, con unos
150 litros de fcetona, repltienio la operacidn verias veces.
La porciédn insoluble se libera de acetons en vacio vy en presen-
cia de un gas inerte, después de lo cual se realiza une extrac-
cién repetids del residuo con etanol y tembidn en este caso &
una temperatura mdxima de 35° y en ausencia de luz, de aire o
de oxigeno, haciendo pasar por el dispositivo de extraccidn un
gas inerte. Las soluciones alcoholicas se dejan en reposo du~
rante varios dias con lo cual se purifican de ias sustancias que
llevan en suspensidén o arrastradas en la disolucidn en forma co-
loidal. Concentranio las soluciones en vacio, al mismo tiempo
que se hace pasar un gas lnerte, tal como nitrdgeno o dinido de
carbono, se obtiene una fraccidn fosfolfpido, con un rendimiento
aproximadamente de 25 a 30%, que presenta 60% de dcidos gresos
ggenciales, referldo a los dcidos grasos totales, lo cual corres-
ponie aproximadamente al 45% de la proporcidn de este componen-

te egencial en la molédcula total.
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Se adiciona 1 litro de la solucidn asi obtenidg, éﬁ con-
centracidn aproximada de 2-3%, en un periodo de 10 horaes, ex-
cluyendo la luz, el aire o el oxigeno, sobre una columna de ad-
sorcidn de 4 cm, de didmetro, por ejemplo, en la que se encuen~
tra una papilla, por ejemplo, de 4xido de magnesio ¥ 8xido de
aluminio al 10% en etanol. Después de hacer pasar la solucidn
alcohdlica a través de la columng, se eluye con 3 litros de eta-
nol. 1as soluciones alcohdlicas se concentran en vacf{o en Pre-
sencia de un gas inerte. Resultan ahora, segin la concentra-
cién de la solucidn del ester colinico, 10-14 gramos de ester
colinico del écido'diglicérido~fosf6rico, quimicamente puro,
es decir, eXento de cefalina.

Se disuelven 5,7 gramos del ester colinico del écido di-
glicerido fosfdrico en 570 ce. de eter eXento de perdxido, se
adicionan con 6 cc. de una solucidn acuosa de 18 mg. de Veneno
de serpientes (Crotalus adamanteus) y después de egitacidn fre-
cuente, se deja en reposo durante 24 horas a la temperaturs am-
blente. Luego, prescindiendo del precipitado que se originsa,
se destila el disolvente en vacio. Se obtienen 2,9 gremos de
ester colinico de dcido monoglicérido fosférico, que contienen
28% de écidos gragos esenciales poli-insaturados, calculado con
relacién a los dcldos grasos totales. |

Easta solicitud, que corresporde & las presentadas en Ale-
maniae, el 9 de Julio de 1957, bajo el Mimero 1%.867 IVa/53i, el
10 de Julio de 1957, bajo el Mimero 13.873 IVe/531 y 10 de Julio

de 1957, bajo el MNimero 13.874 IVe/30h, sé acoge & los benefi-

clios del articulo 51 del vigente Estatuto ley sobre Propiedad
Industrial.

NOoTaA

Los puntos de invencidn propia y nuevae que se Presentan
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para que sean objeto de egta Patente d&négiéén

Lepefia,

-gon los slguientes: :

l¢. Procedimiento para 1a abtencidn de fosfolfpidos na-
turales = partir de fosfdtidos brutos vegetales, especialmen-
te lecitinz bruta de soja, por extraccidn con acetonz y alco-
hol, caracterizado porque se exXtrae primeramente la lecitina
brute, con acetona, a una temperatura gque no pase de 35f y en
ausencia de aire, o bien de ox{geno, en presencis de un gas
inerté, ¥ luego, la mezcla de esteres que resulta en esta ex-
traccidn, se extrae con alcohol y, finalmente, la solucidn al-
cohdlica se concentra en vac{o 2l mismo tiempo que se hace pa-
sar un gas inerte. 1

?, Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1,
caracterizedo porque se trabaja en ausencia de luz.

3%, Procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones
1y 2, caracterizado porque la solucidn alcohdlica obtenida por
la extraccidn, se agrega, en ausencia de luz, aire u ox{geno,
gobre una columna, gue estdé rellena con una bapille alcohdli-
ca de un 4xido o de un carbonato de uno o varios élementos de
los grupos 2¢ ¥ 3% del sistema periddico; luego se eluye esta
papilla con aleohol ¥y, finelmentes, lasgs soluciones alcohblicas
resultantes se concentran en vacio en presencia de un gas iner-
to.

42, DProcedimiento de acuerdo con la reivindicacidn 3, ca-
racterizado porque se emplea 4xido de aluminio.

5¢2.. Procedimliento de acuerdo con las reivindicaciones 3
¥y 4, caracterizado porque el ester colinico del écido diglicé-
rido-fosfdrico obtenido al concentrar la solucidn alcohdlica se
hace reacclonar con ' veneno de serplentes en un disolvente. -

62. Un procedimlento ﬁafa la obtencidn de fosfolipidos

naturales.

- 11 -
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Tal y como se ha descrlito en la Memoria que an’éecedé,
ilustrado en el dibujo que se acompafia y pars los fines que
se han especificado.

Esta HMemoria consta de once hojas y la Presente, escri-

tas a maquina por una sola cara.

Madrid 5 JBN' 1558
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