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La invencién es relativa a los procedimientos
para la obtencion de glucésidos (o heterdsidos) a partir
de mezclas conteniendo especialmente azucares, en parti-
cular a partir de substancias vegetales, tales como zu-

mos o0 extractos de plantas o de frutos; y concierne, mas

especialmente (puesto que es en su caso en el que su apli*-



10

15

20

25

30

35

- 2 -
cacj.-on parece debe ofrecer el maximo interés), pero no
exclusivamente, entre estos procedimientos, a aquellos
destinados a la extraccioéon de ciertos glucésidos de an-
tocianas.

Tiene por objeto sobre todo, bacer que estos
procedimientos permitan obtener mejores rendimientos y
conducir a la obtencidén de produotos nuevos que puedan
utilizarse en el campo terapéutico o en otros campos.

Consiste, principalmente, para separar los glu-
cosidos de una mezcla conteniendo azucares, en someter
este medio a una fermentacion con ayuda de una levadura

api-opiada, preferentemente del tipo liofilizado y pre-
viamente habituado a los constituyentes de los cuerpos

conteniendo los glucdsidos a separar, provocando dicha

levadura la fermentacién de los azlcares, mientras que

deja intactos los glucésidos que pueden asi ser extrail-
dos; y, en particular, en operar asi para la extraccion
de los glucésidos de antocianinas contenidos, por ejem-
plo, en el extracto de martilla.

Comprende ademas, aparte de esta disposicion
principal, determinadas otras disposiciones que se uti-
lizan preferentemente al mismo tiempo y de las que se
hablara mas explicitamente a continuacidén, especialmente;

Una segunda disposicion — relativa mas parti-
cularmente, aunque no exclusivamente, a los procedimien-
tos para separar los glucésidos de antocianas— consis-
tente en recurrir a una separacion por el alcohol, con-
cretamente después de una separacion de los azucares li-
bres de la manera antes dicha, especialmente para aislar

las antocianinas libres (provinentes de los glucésidos -



40

45

50

55

60

65

de entocianas por eliminacién del ezécar unido el micleo)
que son solubles en aloohol fr{o, mientras que el gluco-
sido no lo es. |

Y podrd, de todas maneres, ser bien comprendi-
da con ayuda del complemento de descripeidn que sigﬁe Yy
que, bien entendido, se da sobre todo & titulo de indi-
cacién .

Segun la invencidn, y mas especlalmente segun
aquel de sus modos de aplicacidén, as{ como de aquellos
de sus modos de realizecidn de sus diversas partes, &
los cusles parece haya lugar de concederles la preferen-
cias, proponiendose por edempio la extraccidn de glucé-
sidos a partir de clertos extractos vegetales y, en par-
ticvlar, e partir de jugos de frutas, se procede como
sigre o de manera énéloga.

Vamos pueg & suponer, en lo que'aigue, que se
pereigue la extracci6n de glucdsidos de antocianas a par-
tir de extractos o jugos de fruto de murtilla (vacoinium
nyrtillus), habiendo sido conducidos los inventores a
constatar que los glucoaidos de antoclenas contenidos en
estcs frutos constituyen un notable agente para el tra-
tamiento de 1los oJos, especlalmente con miras a aumentar
la sgudese visual, as{ como un agente terapéutico eficaz

pare. otras aplicaciones indicades mas adelante.

que va & ser descrito podr{a aplicarse a la extraccidn
de cuslesquiers otros glucésidos o heterdsidos, de pro-
piedades mas 0 menos similares.

Tratandose pues, mas especlalmente, de la ex-

Pero debe queder entendido que el procedimiento

traceién de los glucdsidos de antociana, éstos se carac— |
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terizan, como todos los glucésidos, por una union de los
azucares con cuerpos de naturaleza quimica diferente, lo
mas frecuentemente alcoholes o fenoles. Su férmula es,

por ejemplo, del genero de la siguiente:

Cu

donde R, designa el azucar ligado.

Hay que notar ante todo, y habra que tenerlo
en cuenta para la separacion final, que estos glucésidos
de antocianas van acompasados a menudo de agliconos o
antocianas libres, derivados de los primeros por la eli-
minacion, en la férmula, de una parte, al menos, del azu-
car ligado R, y que seréa necesario, por lo tanto, eli-
minar.

Siendo ésto asi, recordaremos en primer lugar
que la materia prima o extracto de murtilla, de la que
se parte para la extracciéon de los glucésidos en cues-
tion, oontiene, ademas de los glucdésidos y antocianinas
libres de los que se ha hablado:

- azucar libre o fermentativo en proporcion

importante,

- sales minerales,

- acidos organicos,

- resinas,

y eventualmente otras impurezas.
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Deponiendo de un extracto tal de murtilla, ob-
ten:,do por ejemplo por concentracién al vacio, se elimina
primeramente, en una primera fase, el azucar libre.

A este efecto, se somete el extracto a una fer-
mentacioén que tiene por objeto eliminar los azlcares sin
tocar los glucésidos.

Esta fermentacién tiene lugar con ayuda de
levE.duras liofilizadas que se han activado previamente
y se han aclimatado a los glucésidos en cuestion.

Las levaduras liofilizadas que, como se sabe,
se obtienen por congelacién a temperatura baja y subli-
macion del hielo, son, por ejemplo, las que suministra
el Instituto Pasteur (especialmente del tipo "saccharo-
micee oviformis™), y se activan de la forma siguiente:

Las citadas levaduras son puestas en suspen-

ion durante varios dias en una solucidn de sacarosa se-
gun las indicaciones del Instituto Pasteur. Cuando la
fermentacidon esta casi terminada, se procede a aclimatar
la levadura a los glucésidos a tratar, incorporando a
esta suspensiodn una pequeEa cantidad & del extracto de
murtilla a tratar, siendo esta cantidad en la proporcion
de, por ejemplo, 1/25 de la cantidad total Q a tratar.
La temperatura sera mantenida a un valer del orden de
22 a 25S.

Se deja la citada suspensiodn, asi completada,
an la oscuridad, durante tres o cuatro dias, agitandola
todos los dias. Esta suspension esta entonces lista para
al tratamiento de fermentacion.

Para el citado tratamiento, que tiene por objeti

[la eliminacidén de los azucares por fermentacidn, Be mez-.

IK
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un resf{duo conteniendo los glucdsidos de antocianas, pues

-6 = (Neggs ™~
S R

U

cle la suspensidn de levadurs susod cha,.coh\la cantidad
Q de extracto de murtilla, con aproximadsamente cinco ve-
ces su peso de agua y se opera el tretamiento durante

un periodo conveniente, del érden de 12 a 15 dfas por
ejemplo, en condiciones de merobia parcizl.

la fermentacién da lugar, por trensformacién
de los azucares, al slcohol y a un desprendimiento de
c02, Este desprendimiento molesta al desarrollo de la
levedura, de tal suerte que es conveniente desgasear,
Perc no hay que trsbajar tempoco en aerobia total, pues
se producir{a entoneces un desarrollo excesivo de la le-
vadure en detrimento de la formacién de slcohol, y con
fermentaciones secundarias ademds.

Parece que un buen resultado puede obtenerse
contenténdose con eliminar parcislmente el CO2 cada dos
o tres dfes por aspiracidn de la atmsfera en el reci-
piente de tratemiento o por insuflacién de una corriente ‘
de aire. Es necesario, ademds, agitar, ya sea de forms
cont{nua, ya solemente una o varias veces por dfa.

Suponiendo terminado este tratamiento de fer—
mentacidn, hay que filtrer, por ejemplo en el filtro-
prensa, (discos de celulosa 0 papel), pars eliminar las
levedurss, aef{ como las impurezes que pudieran ester di-
sueltas gracies & la presencia de los azicares. Seguida-
mente se evapora al vacio reducido, de modo que no se

sobrepase la temperatura de 502, y se obtiene entonces

to que éstas, como se puede comprobar, no son afectadas

por le fermentacidn.

__ De ser necesario, parae verificar que la fermen—
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tacion ha sido hien terminada, se puede volver a sembrar
el residuo de levaduras: no debe haber ya produccién de
alcohol ni desprendimiento de CO .

Se dispone pues de un residuo que contiene en
principio las diversas substancias a excepcién de los
azucares libres y de los productos eliminados por fil-
tracion.

La segunda fase del procedimiento consistira
en separar los glucésidos de antocianas del citado resi-

duo, y ésto preferentemente, utilizando la propiedad

de que los glucdsidos de antocianas son poco solubles en
alcohol ené&io, mientras que las otras substancias (an-
tocianas libres, &cidos organicés y la mayor parte de
las resinas), lo son.

Para esta separacion se procede, en primer lu-
gar, al secado del residuo, preferentemente al vacio fos-
forico, seguidamente se tratan por el alcohol etilico a
ebullicion los cuerpos extrafios susodichos que se disuel-
ven. Al enfriarse, los glucésidos de antocianas se sepa-
ran y son recogidos por Ffiltraciéon. Se repite la opera-
cién varias veces, si es necesario, hasta obtener una so-
lucidén alcohdlica muy ligeramente coloreada. Se nota en
efecto, en la primera operacion, cierta coloracién debida
a la presencia de las antocianas libres. Esta coloracioén
disminuye progresivamente en las operaciones sucesivas,
lo que prueba la eliminacidén de las citadas antocianas
libres.

Si fuese necesario se podria efectuar una repe-
ticioéon al acetato de etilo, para una purificacion suple-

mentaria, puesto que los glucésidos de antociana buscado”
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son solubles en este acetato.

Suponiendo que nos contentamos ocon la purifice~
185 cidr por el alcohol enfrisdo, el residuo obtenido, que
contiene los citados glucdsidos, puede ser tratado se- i
guidemente al ague, despuée de lo cual la solucidn es E
filtrada: esta Ultima operacidn elimina los polimercs ; .
que han podido formarse durente la evaporacidn de la so- A
190  |[lucidn al finsl de la fase de fermentacidn.

Se obtiene finslmente el producto buscado, es
decir, el o los gluodeidos de antocianas, extraidos del oy
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juge de frutes inicial, este producto corresponde a la
£8ruule generasl indicada mas erriba. Por cromatografia

195 gobre papel uni-dimensional y utilizando un diso}vente
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compuesto de butenol acético paturado de agua, se deg~
cubren uns serie de manchas coloreadas de rojo oscurb,

con un coeficiente RF medio de 0.20. La luz ultravioleta
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hace aparecer otre serie de manchas de un RF medio de 0,4

IS
1

200 . Es este producto el que presents notebles cua~-
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lids.des desde el punto de viste de le agudeza visual.

$

El citado producto puede ser aplicado al sujeto

paciente de diversas maneras, por ejemplo por inyeccidn,
o en forme de comprimidos o de gotas.

205 Parece que se obtienen excelentes resultedos
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haciendo absorber al sujeto en tratamiento, (por ejemplo

AT

arm

cuarido se desea sumentsr msajeramente la agudeza visuall

por le noche), dosis del orden de 250 mg del producto en
cuestidn, especisluente en forma de seis comprimidos de _
210 40 ng cada uno. Los efectos se manifiestan generalmente & '

después de una o dos horas.

La demandante ha procedldo s efectuar ensayos __
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sistematicos de la manera siguiente.

Con ayuda de los aparatos adecuados se han de-
temdnado en una gran cantidad de sujetos diferentes los
tres parametros siguientes:

El umbral luminoso bruto de la retina ( S L B )

los umbrales luminosos locales de determinados

puntos de la retina (4 puntos centrales y 6

puntos excéntricos).

La frecuencia critica de fusién luminosa (FCF)

Para cada ensayo, el sujeto examinado ha sido

sometido a una adaptacidén de treinta minutos

a la oscuridad total.

Se ha observado de una manera general:

para el S L B una mejora significativa,

para los S L locales mejoras igualmente impor-

tantes, tanto en el campo central como en el

campo periférico,

y para el F C F un ligero aumento.

He aqui, por ejemplo, el resultado de una obser)-
vacion particular.

ElI sujeto era un adulto de 22 afios, en perfec-
to estado de salud, poseedor de una agudeza visual de
10/10 en vision diurna.

Se le ha sometido a tres pruebas para explorar
los tres parametros antes indicados, después de haberlo
adaptado a la obscuridad durante treinta minutos. Los va-
lores de los parametros han sido anotados y se ha estable-)-
cido un diagrama.

Se le ha hecho absorber seis comprimidos de

40 mg, exponiéndolo a la luz durante una hora.

°x %

s,
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Después se le ha readaptado a la obscuridad y
se le ha sometido a las mismas pruebas ya citadas, pri-
meremente una hora después de la medicacion, seguidamente
dos horas después.

La mejora, comprobada ya al cabo de una hora,
se ba manifestado notablemente mayor después de dos horas.

A titulo de ejemplo puramente indicativo, he
aqui una formula para la composicion de los comprimidos
0 grageas: - para un comprimido;

Glucésidos de antocianas. . 0,040 a 0,100 g

Kieselghur. . . . . . . . . 0,100 s
AzGcar. . . . . . . . ... 0,040 g
Talco . . . . . . . . ... 0,015 g
Almidon . . . . . . . . . 0,015 g
Estearato de magnesia . . . 0,005 g

El nuevo producto obtenido de acuerdo con la
invencion presenta, pues, un interés terapéutico innega-
ble, tanto si se trata de sujetos sanos como de sujetos
deficientes.

Presenta ademas otras cualidades que se acos-
tumbra oalificar de actividad vitaminica P. Por esta
razén se encontraran otras aplicaciones, aparte de la
aplicacion a la actividad visual, en que su empleo sera
benéfico para el tratamiento de ciertas enfermedades que
van acompafiadas de un aumento de la fragilidad y de la
permeabilidad capilares.

Por ejemplo, un sujeto que presente un estado
arterioscleroso o atacado de hipertensioéon arterial o de
una hemopatia, podra utilizar a titulo curativo y sobre

todo profilactico, los comprimidos tales como los arriba



3 3"5 |
indicados.
Estos productos podran ser utilizados, no so-
275 lamente en las afecciones vasculares que afectan al or-
ganismo en general, sino también en las enfermedades
en que la afeccidn vascular permanece mas particularmente
localizada en tal o cual region del cuerpo.
En general, las dosis parecen ser del orden
280 de 400 mg. por ejemplo, particularmente baj o la forma de
comprimidos conteniendo 100 mg del producto.
Los citados productos se prestarian,bien entendi
do a otras muchas aplicaciones, inoluso no terapéuticas.
Finalmente, los procedimientos de separacion R
285 propios de la invencion puedo; bien entendido, ser uti-
lizados para la separacion de los glucésidos y heterdési-
dos de otra naturaleza a aquella de los que se ha hecho s,
mencion mas especialmente, pudiendo en cada caso parti-
cular eliminar los azucares que acompafian generalmente
290 a estos glucésidos, mediante la fermentacién efectiva
propia de la citada invenciéon, y ello en todos los ca-
sos en que la fermentacidn no afecta a los glucésidos.
Como es evidente por si mismo y como resulta
por otra parte de lo ya dicho, la invencién no se limita
205 en nodo alguno a aquellos de sus modOB de aplicaoiédn,
asi como tampoco a aquellos de sus modos de realizacion,
de sus diversas partes, que han sido mas especialmente

considerados; ella se extiende por el contrario, a todas

las variantes.
300 NOTA

En esta Patente de Invencion se reivindica:

7O Q T
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12,.- Perfeccionamientos aportados a los proce=-
dimientos para la obtencién de glucésidos, perticular—
mente gluedsidos de antocianas, a partir de un medio
conteniendo azucares, especislmente & partir de substan=-
cias vegetales tales como jugos de frutas o extractos
de frutas, en particular de murtilla, caracterizado por
el becho de que, para separar los glucdsidos del citado
medio, se somete este medio & una fermentacidn con ayuda
de una levadura adecuada, de preferencia lliofilizade ¥y
previamente acostumbrada a los glucésidos a separar,
provocando la citada levadura la fermentacién de los
azicares, mientras que deja intactos los glucbsidos que
pueden as{ ser extraidos.

| ' 2%,- Perfeccionamientos aportados al procedi-
miento segin rdvindicacidn 1, caracterizados por el he-
cho de que, después de la eliminacidn de los azicares
libres por la fermentecidn, se separan las otras impu-
rezas, es decir, especialmente los dcidos orgénicos y
lag resinas.

32,~ Perfeccichamientos aportados al procedi-
miento segun reivindicaciones 1 y 2, caracterizados por
el hecho de que, para la eeparaci6n de las impurezas se
utiliza la propiedad de los glucdsidos de ser solubles’
en el agua y muy poco solubles en el alcohol.

49,~ Perfeccionamientos aportados al procedi-
miento segin reivindicaciones 1 a 3, caracterizados por
el hecho de que la primera operacifn de fermentacidn es
seguida de una filtracién, la cual elimina las levaduras

as{ como las impurezas disueltas gracias a la presencia

h@ los azucares. _
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53.- Perfeccionamientos aportados al procedi-
miento segun reivindicaciones 1 y siguientes, caracteri-
zados por el hecho de que se evapora seguidamente en el
vacio reducido, con el fin de no sobrepasar la tempera-
tura de 50S, de modo que se obtenga un residuo que con-
tiene los glucésidos, asi como las otras impurezas.

6S.- Perfeccionamientos aportados al procedi-
miento segun reivindicaciones 1 y siguientes, caracte-
rizados por el hecho de que el residuo, después de una
fase de secado, especialmente al vacio fosforico, es tra-
tado a ebullicion por el alcohol y seguidamente enfriado
y sometido a una filtracion que permite recoger los glu-
cosidos.

73.- Perfeccionamientos aportados al procedi-
miento segun reivindicaciones 1 y seguientes, caracteri-
zados por el hecho de que los glucdsidos son seguida-
mente vueltos a tratar al agua, filtrando después la so-
lucién para la eliminacién de los polimeros que han po-
dido formarse durante la evaporacion de la solucién al
final de la fase de fermentacion. Y

82_.- "PERFECCIONAMIENTOS APORTADOS A LOS PRO-
CEDIMIENTOS PARA LA OBTENCION DE GLUCOSIDOS, PARTICULAR-
MENTE GLUCOSIDOS DE ANTOCIANAS", de conformidad en un
todo en lo esencial y fines industriales a lo descrito

en la precedente memoria descriptiva.

Esta memoria consta de TRECE hojas escritas o
mecanografiadas por una sola cara a doble espacio en 356
lineas.

Madrid, 9 de abril de 1962

Y.
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