PATENTZE DE INVENCION

0. 122,

"Procedimiento para la obtencidn de ergosterina y

materias acompaliantes".

Folicilanter EELLSTOTFFABRIK WALDHOF, entidad alemans, domiciliada
en Sandhofer-Strasse, MANNHSIN-WALDHOF, Alemanisa.

e o e e vy et 4 e
=t et e —

Ta invencidn se refiere a un procedimiento para
la obtencidén de ergosterina y materias acompafiantes, tales

como cerebrina de levadvra y acidos grasos de materiales

lipoidosos, preferentemente de levaduras.
Se conocen distintos procedimientos para la

5e
obtencidn de ergosterina de la levadura. Segin el procedi-

miento de Windaus y Grosskopf (v.physiol.Chemie 124, 8,
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1522) se calienta por ejemplo levadura de prensa con lejia
de potasa caustica alcohdlica, diluida con agua y la
ergosterina se extrae con éter. Heiduschka y Lindner han
modificado este procedimiento frotando la levadura con
alcohol bajo adicidn de lejia potédsica céustica alcohdlica,
hirviendo durante 6 horas y filtrando. El resgiduo se vuelve
& hervir con sbohol y lejia potdsice céustica, los filtrados
reunidos y concentrados por evaporacidn se enfrian a 02, los
cristales precipi#ados ge filtran, la lejia se sigue
evaporando y nuevamente se enfria y se filtra. Ia ergosteri-
ne en bruto obtenida se extrae con éter v se fecristaliza
de glcohol.

Se conocen otros procedimientos en los cuales la
levadurs se seponifica con alcall acuoso bajo présién
normal (Patente alemena 553 915) o aumentada (Patente
alemana 549 110) y a continuacidn se extraeﬁ las esferinas
con un disolvente graso. Segin la patente checa 53 270 las
levaduras se extraen en presencia de amoniaco o sales
amdnicas con alcohol y el extracto se emplea para una nueva
extraceion, hasta que se haya logrado la concentracion de
saturacidn en ergosterina y ésta se separa en gran parte.
La lejia madre se saponifica con la cantidad de alcald
calculada y con éter se extrae la ergosterina. En el
procedimiento segin la patente americana 1.842.929 se
parte de los lipoides, se saponifice la solucidn aceténica
con alcali acuoso, la mezcla se diluye con agua, se enfrie
a =-208C y después de 12 horas se separa la ergosterina en
bruto precipitada.

Los procedimientos hasta ahora dados a conocer

no solo son complicados y lentos, sino que hidrolizan
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también con pocas excepciones la substancia de levadura

total, tan ampliamente, que el resgiduo de levadura

extraido no entra en consideracidn para un ulterior empleo.
ixigen ademés el empleo de considerables aparatos pars la
saponificacidn y extraccidn de grandes cantidades de
levadura. Ademds de lus elevadas pérdidas en disolvente
encarece el procedimiento ante todo la gran necesidad de
alcali y el empleo de temperaturas bajas. Finalmente
tampoco es deseable en el interéds de la seguridad del
servicio el empleo del éter especialmente peligroso al
fuego.

El presente procedimiento elimina estas desven-
tajas y representa un procedimiento sorprendentemeﬁte
sencillo y econdmico para la obtencidn de ergosterina,
adends de cerebrina de levadura y acidos grasos de lipoides
de cualquier origen. ’

Egspecialmente ventajoso es el procedimiento si
ge pnarte directamente de la levadura, ya que el residuo de
la levadura extraido se conserva totalmente con sus
valiosos materiales contenidos y se puede seguir elaborando
en distintas formas.

Segin la invencidn, la levedura molida se extrae
en celiente con geohol metilico, se filtra y el extracto
se concentra por evaporacidn a un volumen determinado. EL
residuo de levadurs se lava con metanocl y este metanol de
lavado me emplea para le extraccion de ulterior levadurs
fresca. Después de la adicidén de alczali acuoso se saponifi—"
ca el exiracto durante % hora al reflujo, y despuds de

enfriar a temperatura de ambiente se filira la ergosterina

en bruto que agui se precipita.
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Lo solucidn alcohdlica geparada de la ergosterina
se acidifica y el alcohol se recupera por destilacidn,

De esta menera, =e separen log Acidos gragos como cape.
sceitesa viscosa, casi cuantitativa, sobre la solucidn
de jabbn dcida libre de alcohol y se puede decantar.

Ia ergosterina en biuto, que tombidn contiene
toda la cerebrina de levadura, se hierve con tano éter,
acetona o clorofoxmo, de maznera que tode le& ergosterina
v cerebring se disuelvan, mientras que los hidratos de
carbone v las demds impurezas se queden sin disolver. El
extracto aceténico, etérico o cloroférmico se pone shora a
un volumen . tal, gque toda la ergosterina en él se
mentenga dicuelta g 20-3CLC, mientras que ls cerebrina,
cuya dificil solubilidad en este disolvente es en gl
conocida, al enfriar a esta lLemperatura, se precipita en
forma de copos cagi cuentitativarzente y se puede filtrar.
Decisivo para le pureze de la ergosterina ean bruto es el
contenido’de agua en la solucidn de jabdn metandlica,
siendo m&s pura conbra mayor gea la parte de agua, ya que
con une concentracidn metandlice grande las impurezas,
ente todo tembién las sales alcalinas de los dcidos grasos,
no ge disuelven totalmente y se precipitan también. Por
otra parte se precipita con un contenldo de agus muy
gronde la ergosterina en una forms mucosa, de dificil fil-
tracidn, mientras que simulténeamente se reduce el redimien-
to absoluto en ergosterina.

Una vlterior influencis sobre el rendimiento y
pureza de la ergosterina en bruto la ejerce la cantidad
totel de la mezcla de netancl-agua. Si ests cantidad es

demesiado reducida, se obtiene también une ergosterina




en bruto demssiado poco concentrada, con una cauntidad
" demesiado grande, sin embargo, un rendimiento de ergosteri-
na reducido.
La concentracién de ergosterina Optime en la

ergosterina en bruto filtrada se encuentra entre 20-35%

(&2}
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con un rendimiento optimo simultaneo en ergbsterina hasta

un 98% de la ergosterina totel existente en el extracto.
Adends se ha de prestar atencidn a que las

condiciones de solubilidad de los jabones sddicos y

10 potésicog son muj diferentes. Eg necesario emplear al
saponificar con sosa cdustica relativamente més metenol a
una concentracidén determinada que al saponificar con
potasa cdustica con objeto de mentener los jabones‘en
solucidn. ‘

15, Peniendo en consideracidén estos distintos
factores, ha demostrado ser conveniente seléccionar la
cantidad de netanol y la concentracién metandlica de meners,
que en la saponificacidn con KOH por 1 kg de lipoide en
bruto (= extracto metandlico — substancia seca) se emplee

20, de 3 - 6 veces la cantidad en volumen de alcohql metilico
al 60-90%, preferentemente al 75-90%, en la saponificacidn
con NaQH de 4 - 12 veces la cantidad de alcohol metilico al
60-90s5, preferentemente al 75—90%. En caso dado, la |
concentracidn metandlica més Favorable pare una grasa en

o5, bruto, asi como la centidad mis favorsble, se pueden
determinar rdpidamente por ensayos de orientacidn.

Especialmente sencillo y econdmico es el
procedimiento segin la presenmte invencidn, ante todo en lo
obtencidn de ergosterina directamente de la levadura,

30. manteniéndose la levadure extraida, contrario a los procedi-
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nientos usuwales, en su composicion biologica y pudiendose

geguir elaborando ulteriormente en lasg mes distintas

formag: por ejemplo como elimento animal rico en albimina,

como material inicial pars la obtencidn de elbimine téenica,
para la obtencidn ds dcido nucleinico, etc.
BIEPT0 I
108 kg de levadura lutro (98% de contenido

seco) que contienen 400 g de ergosterina se muelen, lo
més fino posible, en um molino de clavijas y se hierven
con gproxs 10 veces, es debir, 1000 litroe de nmetanol al
97,5% en el calor de ebullicidn, agitando, durante 1/2
hors. Bl extracto metandlico se filtra a 658C y el residuo
de levadura se lava ulteriormente con la misma centidad de
metanol hirviendo. Il metanol de lavado se emplea para la

xtraccidn de otras levadurs fresca. El extracto metandlico,
que contiene 20% de la substancia seca de la levadura,
entre el;a 385 g de ergosterina, se evapors & 160 litros
de volumen total y después de la adicidn de 7,2 kg de
NaOH sl 50% se saponifica durante 1/2 hora al refinjo. La
proporeidn Sptima entre grasa en bruto: metanol, de una
concentracidén determinada, se he ajustado aqui por si
misma, siendo en el presente volumen final del extracto,
que se concentrd por evaporacion a aprox. un 16 % del
volumen inicial, ésta proporcidn de 1 : 8, ascendiendo la
concentracidn metandlica a aprox. un 85%. Degpués de
enfriar a temperatura de ambiente se filtra la ergosterina
en bruto precipitada que_después de secar pesa 1165 g ¥
contiene 350 g de ergosgterina pura. La ergosterina en
bruto se extrae caliente con un total de 49 litros de

acetona, el extracto acetdnico se enfria a 20¢C y la
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cerebrina de levadura (60 g de substancia seca) se filtra.
Iste contiene ain aprox. 4 g de ergosterina que se puede

obtener por ulterior limpieza con acetona., El filtrado

. ’ - Id 4
acetonico da despues de concentrar por evaporacion por

recristalizacién segin procedimientos conocidos, ergosteri-
na al 98~100: %. La lejfa madre de la solucidn de jabdén
metandélica se pone a un pH de 5 y de ésta se recupera el
metenol restante mediante destilacion en una columna de
rectificacidn, 8i la solucidn jabonosa dcida libre de
metanol se separan arribe como cape 3kg de 4cidos grasos.
BIENPTLO IT ‘

Como en el ejemplo 1; pero el extracto metandlico
se evapora a 110 litros y se gaponifice con 10 kg de
potasa cdustica el 50%. Por 1o demas como en el ejemplo 1.
Ls proporcidn grass en bruto: metanol-agua es en este
caso de 1: 5 habiendo adoptado el metanol una concentracidn
en volumen de gprox. 85%.

EJAMPLO IIT

10 kg de extracto metandlico de levadura (100
de substancia seca) que contiene 2,25% = 225 g de ergosteri-
na, se mezclan con 7O litros de metanol al 87% y 3,6 kg
de NaOH al 5C %, se saponifica durante % hora en el
refrigersdor al reflujo, se enfria a temperatura de
ambiente y la ergosterina en bruto, que después de secar
pesa T40 g y contiene 213 g de ergosterina, se filtra.
Tratemiento ulterior andlogo al ejemplo 1.

5 kg de lipoide puro (100 % de substancia seca)
gque contienen 6% = 380 g de ergosterina, se mezclan con

2 kg de NaOH al 50 % y se saponifica durante 1/2 hors al
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reflujo. DesPués de enfriar se filtra la ergéstefina en
bruto y se seca. Se obtienen 340 g de ergosterina y pesa
780 g.

Limpieza y cristalizacidn como arriba.
BEJEVMPLO V ‘

2 kg de lipode soluble en acetona, que se
obtienen en el aislsmiento fosfaturico de lipoides de
levadura y contienen 12,5 % = 250 g de ergosterina se
saponificen con 60 litros de metanol al 82 % y 800 g de
N¥aOH al 50 % durante 1/2 hora. Se obtienen 440 g de
ergosterina en bruto que se compone en un 56% de ergosteri-
na. Cristalizacidn como arriba.

N _ O T A

Descrite suficientemente la naturaleza del
invento, asi como la manera de reslizarlo en la practica,
debe hacerse constar que las disposicioneé anteriormente
indicadas son susceptibles de modificsciones de detalle,
en cuanto no slteren su principio fundemental, También
se hace constar que el invento corresponde a una solicitud
de patente presentada en Alemsnia con fecha 17 de
diciembre de 1.951, nf 916.847, acogiéndose por lo tanto
a losvbeneficios que concede el Convenio Hispsno-Aleman
de fecha 19 de febrero de 1.959, ratificado el 2 de junio
de 1.959, siendo lo que constituye la esencia del
referido invento y por lo que se solicita Patente de
Invencidn por 20 afios en Igpafia: "Procedimiento para la
obtencidn de ergosterina y materias acompaiientes";
cerzcterizandose por lo siguiente:

12.~ Procedimiento para la obtencidn de

ergosterina y materiss acompafientes, tales como &cidos
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grasos, de materiales iniciales lipoidosos, especialmente
de levadura, por extraccidn con alcohol, especialmeﬁte
metanol; o disolventes de grasa y saponificacién de las
grasas en bruto as{ obtenidas u otras grasas en bruto
adecuadas de cualquier origen en solucidén alcoholica~
acuosa, especialmente metandlica-acuosa, caracterizado
porque la saponificaciéﬁ se efectia con la presencia
gimultdnea de aquellas cantidades de alcohol-agus que
permitan una directa y caei total geparacidén de la
ergosterina y cerebrina en formg filtrable al enfriar o
tenperature de ambiente, mientras que los dcidos gragsos
quedan en solucidn como sales alcalinas y de éstas se
obtienen en forme conocida por acidificacidn.

2¢,~ Procedimiento, segun la reivindicacidn 18,
caracterizado porque la saponificacidn con NaOH se
efectia en presencia de 4 = 12 veces la cantidsd en
volumen por kg de lipoide bruto, de mebenol al 60-90%,
preferentemente 75-90%.

| 32,.- Procedimiento, segun la reivindicacidn 12,
caracterizado porgue la saponificscidn con KOH se efectia
en presgencia de 3 - 6 veces la cantidad en volumen, por
kg de grasa en bruto, de metanol al 60-90%, preferentemente
T5=90%

42 .~ Procedimiento, segin la reivindicacidn
18=38, caracterizado porque de la ergosterina en bruto se
extrae la ergosterina y cerebrina con acetona, éter o
cloroformo y el extracto con el mismo disclvente se pone
a un volumen tal, que aqui, a une temperatura determinada,
egpecialmente a 20-30¢2, se mantengs toda ergosterina

disvuelta, mientras gue ls cerebrinaz se precipita en forma
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de coposg y se retira.
2,~ Procedimiento para la obbtencidn de ergosteri-

na y naterias acompallantes; tal y como gueda substancial-

mente descrito en la presente memoriag.
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