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Mi invencidn se relaciona con la separacion de &cidos

biliares conugados y con el &cido tauroodlico que estd esencialmen—
}e exento &% acido glicocdlico.

' La secrecidn hepitiga conocida por bilis contiene 4cido
glicoedlico y doido taurooolico conjugados. En estos compuestos el
dcido oblico estd combinado, o conjugado, con los eminodcidos taue
riné o glicina. Bl extracto de bilis de buey, preparado de la bilis
de vejiga fresca mediante extraccion con disolvente de bilis concen-
trada, es alcalino en su pH y consia esencialmente de una mezcla de
clicocolato sddico y taurocolato sédico con cantidades menores de
otros éqidos biliares conjugados. Al descender el pH de estas sales
por debajo de un valor neutro, se tornan écidbsg

Los métodos ordinarios de preparacion de dcidos bilia-
res purificados implican la saponificacion o hidrolisis de los pro-
ductos naturales éonjugados pare formar acidos biliares libres o sin
conjugar, especialmente el écido célico. Hasta ahora, el acido tau-
rocélico y el écido glicocolico han sido extremadamente dificiles @&
obtener de fuentes naturales. Formes cominmente usadas de acidos bi-
lisres oonjugados son los exiractos consistentes en mezclas de va-
rios de dichos acidos en varias fases de descomposicion.

Es bien sabido que los productos crudos biliares y los
extractos de la bilis que contienen acidos glicocolicos y taurocoli-
cos producen néuseas y vomitos cuando se administran en una forma
activadorp del estdmago. Por esta razdn, les productos biliares usa=
dos pars fines medicinales se suministran o bien como complejos
ingolubles qué no funcionan como emulsionadores en el estdémago, o
como dosis revestidas de productos entFicos que no llegen & ser
influidas por el estdémago. Yo he descubierto gue los efeotos irri-
tantes de la bilis se deben prinocipalmente al acido glicocélico; el |

acido taurocdlico exento de &cido glicocdlico no ses irritante.
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Ademas, & una acidez normal del estomago de un pH aproximado de 1,5

& 3,0, el écidc aturocdlico es soluble y actia de auxiliar surface
tante en 1a preparacién de alimentos para su absorcidén y digestidn,
mientras que el gcido glioocélico se torna insoluble a los valores
normales de pH del estdmago. Anteriormente no ha existido ningin
producto de acido biliar conjugado de fécil preparacion disponible,
que actua en el estomago como agente emulsionador y solubilizadors

En consecuencéia, he descubierto que el empleo de un
aspecto de mi invenéién, que proporciona un método gencillo de se=
paracidn de écido glicocOlico del acido taurocélico, puede ofrecer
preparados.biliares bien tolerados que son fisioldgicamente activos
a unos valores bajos de pH, tal como los que se encuentran en el
estomago.

El objeto principal de esta invencidén es el de propor—
cionar un sencillo meétodo para separar los acidos conjugados de la
bilis oruda. Otro objeto es el de proporcionar un metodo que permita
una efectiva actividad de la bilis en el estomago. Otros objetos y
Yentajas reaultarén ovidentes & medida que avance la descripcidn.

Un aspecto de esta invencion se basa en el descubrimien~
to de que los &cidos biliares conjugados con taurina no resultan in-
solubles sino que permanecen en solucion cuando se asidifiocan en pre
sencia de cationes trivalentes. .

En une versidn de separacidn preferida de esta invencion,
pueden pmplearse itres operaciones basicas. L& primera operacion con=
siste en un proceso de purificacién para sgeparar proteina, grasa,
colesterol y pigmentos extrafios de la bilis mediante el uso de sulfie
to de zine. La siguiente operacion se refiere & la'precipitacién del
conjugado de glicina mediante iones metélicos trivalentes. Una terced
ra operacicon implica la purificacidén final y secado dé las fraocioneg

biliares solubles que contienen los conjugados de taurina.
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Como gueda indicado, un producto biliar orudo, preferibl%

oD

t

mente bilis de buey, se purifice mediante el uso de sulfato de zinc.
Este prodédimiento de purificacidn es bien conocido en el arte anted
rior. La bilis cruda se ajusta aproximadamente a un pH de 10 a 12
con hidroxido sddico. Luego puede afiadirse una solucion de sulfato
de zinc y agitarse la mezcla. Se agrega un equivalente molecular de
sulfato de zinc, que reacciona con el hidroxido sédico para produ-
cir hidréxido de zinc. El pH de la resultante mezcla puede ajustar-
se aproximadamente a 7,5 usendo un acido mineral tal como el clorhi-
drico o_sulfﬁrico.'Luego se separa la uezcla, preferiblemente por
filtracidn, y se retiene el filtrado. Después de esta separacidn,
que retira las impurezas precipitadas y adsorbidas, sé afiade una
solucidén de una sal que contenga un ioﬁ metalico trivalente al fil-
tr;do y se ajusta el pH en 4,0 aproximadamente; como ejemplos de sa-
les utilizables eﬁ esta segunda operacion puede citarse el cloruro
de aiﬁminio, nitrato de aluminio, acetato de aluminio, cloruro fée-
rrico, nitrato férrico, cloruro ordmico, etc. Se ha descubierto que
los iones metdlicos divalentes tales como ferrosos, calcicos, man-~
ganesicos, magnésicos, etc., no poseen las deseables propiedades
precipitantes de los icnes trivalentes., Solo los iones metalicos tri|
valentes formen un complejo de los acidos conjugados con la glicéna,
que son luego precipitados en forma de complejos insolubles en agua.
Durante esta operacion de fraccionamiento, puede emplearse un pH
de 3,7 a 5,5aproximadamente. Se aplica un ligerc exceso de iones
metalicos trivalentes preferiblemente en la mezcla para asegurar
la retirada de los conjugados que no sean la farina. Luego se sepé~
ra la mezcla por filtracidn o por centrifugacion y se retiene el
filtrado. |

El precipitado consta principalmente de acido glicoco-

lico, formando complejo con metales. El dcido glicocolico purifica-
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do puede prepararse a partir del precipitado elevando el pH del

comple jo, por ejemplo, con hidréxido sédico, separando aquel y pro-
duciendo #s{ glicocdlico soluble.

La elaboracidn del filtrado durante la tercera operacim
implica una ulterior purificacidn dél mismo. Este filtrado contiene
acido taurocolico y sales solubles en agua, tales como cloruroc y
sulfato s6dicos. Preferiblemente, el filtrado se concentra mediante
destilacion al vacio o procedimiento comparable, y se seci. Aunque
pueden emplearse otros métodos de secudo, la concentracidn al vacio
baste un 50% aproximadamente de sdlidos seguido de secado por pulve~
rizacidén o gecado en racipiente, se prefiecre por razones economicas.
Despues de secar, se mezcla el filtrado con alcohol, preferiblements
metanol al 99%. Yo prefiero usar alcoholes solubles en agua, pero
también E;gggaise muchos oiros disolventes organioos, satisfactoria-
mente. Seguidamenfe puede filtrarse y secarse la mezcla. Si se desea,
puede efectuarse en este momento una decoloracion con cerbén. Pre-
feriblemente, el filtrado alcoholico es concentrado al vacio y seca-
do en un recipiente, 8i bien pueden emplearse otros medios de se;a—
do satisfaétofiamente.

El filtrado seco y purificado consiste esencialmente en
dcido taurocdlico, gue tiene la formule empirica 026H45NO7S Y un pe-
so molecular de 515,69. Es un polve color ante dotado de un olor y

sabor suaves caracteristicos, libremente soluble en agua en ung am=

plia variedad de valores de pH, y scluble en alcoholes y soluciones

13

hidroalcohdlicase

Se supone que los acidos biliares conjugados de produc—
cidn natural proporcionan la forma més deseable de actividad biliar
pare la mejora de ciertos pfpcesos metabolicos. Las formas libres
o conjugedas de acido biliar se encuentran en el orgenismo solo en

o

condiciones patoldgicas, especialmente del higado. La bilis normal
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contiene esencialmente formas completamente conjugados de los acidos
biliares.
" Los &cidos biliares conjugados se consideran esenciales
en la digeetién v metabolismo de grases al actuar como emulslonado-
res y actividdores del sistema de enzimas de la lipasa. Bl acido tau~
rocélico exento de glicocolico puede afiadirse & los productos nutrie-
tivos triglicéridos adecuados para sdministracion oral, facilitendo
esi su digestiodn. Bl écido taurocélico puede vombinarse con enzimas
digestivas para producir los necesarios componentes pars la diges-
tion de elimentos en miltiples estzdos de funcionamicnto digestivoe

Ios acidos conjugados desempefian tembién importantes
papeles en la absorcidn de viteminas solubles en aceites, tales co-
mo las A, D, Z y K, de la via intestinal. Ademés, desempefian posi=-
blemente un papel en le solubilizacidén del colesterol de los flii-
dos corporales. S6lo el acido taurocdlico es activo en el estdmago,
como un agente emulsionador y solubilizador bien tolerado.

El siguiente ejemplo especifico servira pars ilustrar
mejor la invencisno

Se colocaron én un depdsito forrado de vidrio 7.200
libras (3.266 k) de bilis de bue& trataeda con caustico hasta un pH
de 11 aprmximadamente. Se afiadieron & la bilis alcalina 21 galones
(78 1.) de una solucidn de sulfato de zinc al 40%, conteniendo 71,5
libras (32,4 k) de sulfato de zinec.

¢ Se agregd suficiente &cido sulfurico para producir un
pH de 7,5 aproximadamente. Después de agitar durente 30 minutos,l
se reejusto la acidez a un valor comprendidc entre 7,5 y T,6 con
adicioral &cido sulfirico. Con agitecidn continuade, se afiadieron &
la biliz 143 libras (64,8 k) de ayuda filtrante (Celite 535). La
bilis tratada fue luego filtrada a través de una prensa de caje usame

do lone de 8 onzas (226 g.). Después de completarse el filtrado se

~
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rompio la prensa, se retiro la masa, se lavo con agua la lona y se
retuvo aquella.

’v *Después de reajustarse el filtrado a un pH de 7,5 apro-
ximadamente con dcido gulfurico, se afiadié suficiente solucion de
6lorgr0'férrico al 20% pare ajustar el pH a 5,0. Después de 15 mi~
nutos de agitacidn, se zgregd solucidn adicional de cloruro ferrico
hasfa alcanzar un pH de 3,8. La adicidn del cloruro férrico causo
precipitacion demtro del filtrado. Fsta mezcla fué filtrede 2 traves
de le prensa reacoplada, lavandose minuciosamente la masa con agua
y reteniéndose para su secado.
El filtrado fué secado mediante e8pesamiento y.se extra
16 con alcohol, A 11 libras (5 k) del filtrado seco se ailadieron
7,5 litros de metanol, 0,4 libra de carbdn activado y 0,8 libra
(363 g.) de ayuda.filtrante. Después de calentar y mezclar pare
disolver el &cido taurocélico en el metanol, se filtrd la mezcla.
El filtrado seco fué extractado tres Veces con 3ylitros aproximadae=
mente de metanol, que se usd para la segunde y tercera extracciones.
E; filtrado extractadd con metanol fue concentrado en
un alambique de funcionsmiento al vacio ¥ el metanol retirado para
su ulterior uso. El concentrado de acido taurocdlioo y metanol fue
pecado luego el vacfo. La identidad y composicidn del acido taurocd=
lico secado fueron confirmadas por meétodos elementales, cromatogré-
ficos y espectrofotométricos.

. La precedente descripeidn deteallada se ha ofrecido s0lo
para una mayof claridad de comprenéién. Por consiguiente, no deberan
entenderse limitaciones algunas de la misma, pues como resultard
evidente a 1los expertos en el arte, esta invencion es susceptible

de admitir otras versiones y muchos de los detalles pueden veriarse

sin apartarse del concepto basico y espiritu de la invencidh. -
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En resumens la Pafente de Invencion cuyo registpo se so-

Jlicita recderd sobre las reivindicaciones siguientes: |

1. Procedimiento de fraccionamiento de acidos conjugadce
de bilis, que incluye las operaciones de acidificacion de material
biliar, adicion de cationes trivalentes en cantidades suficientes
para.hacer insolubles los acidos biliares conjugados con glicina,

y separacidn de los écidos biliares insolubilizados.

2. Procedimiento de fraccionamiento de acidos biliares
conjugados, que incluyen las operaciones de acidificacion de materi-
les biliares stn hidrolizar, a un pH aproximedo de 3,7 a 5,5, la
adicidn de cationes trivalentes en cantidades suficientes para hacer
insolubles a los acidos biliares conjuéados con glicina, y la separa-
cidén de los &cidos insolubilizados.

3« Procedimiento de fraccionamiento de acidos biliares
conjugados, que comprende las operaciones dé acidificacion de mate-
rial bilier & un pH de 3,7 & 5,5, la adicion de iones aluminicos
‘para formar un complejo ingoluble de los @cidos biliares conjugados
con glicina, y recogida del resultante compiejd.

4. Procedimiento de fraccionamiento de &cidos biliares,
que ccmpiende lae opereciones de acidificzcidn de meterial biliar
crudo a un §H aproximedo de 3,7 a 5,5, la adicidn de iones férricos
pare hacer insolublé a los acidos conjugados con glicina, y la sepa-
racidn de los &cidos insolubles. |

5e Procedimiento de fraccionamiento de acidos conjugados
biliares, que incluye las oﬁeraciongs de acificacion de material bi-
liar crudo a un.pH aproximado de 3,7 a 5,5, la adicion de cationes
trivalentes en cantidades suficientes para formar un complejo inso- .
luble de los &cidos biliares conjugados con glicina, el filtrado del

o~

material biliar para formar un filtrado, el seczdo de dicho filtrado1
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el mezclado con el filtrado seco con alcohol, el filtrado de la mez=

cla alcohdlica y el secado del filtrado alcohdlico.

»~ 6, Procedimiento de fraccionamiento de dcidos biliares
conjugadosy que incluye las operaciones de ajuste del pH de la bilis
cruda a un valor de 10 a 12, la adicion de solucidn de sulfato de
zinc, el ajuste de la bilis a un pH aproximado de 7,5, sl filtrado
de la bilis para preparar un filtrado, la recogida de éste, la adi-
cidn de cationes trivelentes &l mismo en cantidades suficientes para
formar un complejo insoluble de los acidos biliares conjugados con
glicina, el nuevo filtrado de la bilis para formar un segundo filtra-
do, y la recogida del segundo filtrado.

7. Procedimiento de preparacidn de un producto biliar ae
consta esencialmente de acidos taurocolicos, que comprende las ope~

raciones de ajuste del pH del material biliar crudo & un valor de

pH de la mezcla 2 7,5 aproximedamente, con un &cido mineral, para
purificar asi al maferial, el filtrado del maferial purificado para
formar un filtrado, la retencidn de dicho filtrado, la adioidn de
iones ferricos al filtrado y el ajuste de la acidez & un pH de 3,7
a 5,5 aproximadamente para producir la precipitacidén de los conjuga~
dos glicocolatos, la separacion de los conjugados del filtrado, la ‘
evaporacion de dicho filtrado hasta su secamiento, la mezcla del
filtrado seco con un alcohol soluble en agus, ei filtrado de le mez~
cle alcohdlica y el secado del Filtrado alcoh6licos

8. Procedimiento para establecer una ectividad biliar
efeotiva en el estomago, cue comprende las opergciones de formar un
preparado de acido taurocdlico esencislmente libre de &cido glico-
c6lico y administrar el &dcido taurocdlico en una forme que sea fisiod
légicaments activa en el estomagoe

9. Se reivindica por Gltimo, como objeto sobre el que
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bs de recaer la Patente de Invencion cuyo registro se solicita:

"PROCEDIMIEN'O DE FRACCIONAMIENTO DE ACIDOS CONJUGADOS DE BILIS'.

Podo conforme queda descrito en la presente Memoria, que
4

consta de diez paginas mecanografiadas.

KMadrid, 5 de enero de 1962
ALFONSO UI\TGRIA ’
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