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gue se presenta para unir a. la solicitud 
d e

PAi'EHTE D E IN'TRODUCCICl: 
formulada el 3 áa aposto de 1.965, con el nS 316.070

e n
,3 S 1 A lí A 

por DIE3 años
a nombre de iAISUO BHAI'SúYOEUTICAL 00., LID., entidad ja­
ponesa, establecida en n& 724, 3-chome, Takataminamicho, 
Tosiñma-ku, 'Tokyo, Japón, por:
"UN BROCEDIhl'EDTO PARA. PREPARAR UPIDO A PURIFICADO A PAR 
T1R DE HPCBOILSACARIDOS DERIVADOS DE BACTERIAS GRAH-KSSA 
TIYAS"

La presente invención se refiere a la preparación 
de lipido A purificado, derivado de bacterias gram-nega- 
tívas, particulannente Enterobacteriaceas, por el siguien 
te nótodo:

5 Los lipopolisacáridos crudos entradlos con fenol acun
so de las células bacterianas cultivadas se hidrolizan con 
ácido clorhídrico diluido, y se extraen con cloroformo.
Las fracciones de lipido A crudo aisladas de los hidroli- 
sados como sustancia soluble en cloroformo, se fraccionan
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en mía columna de ácido .silicico, usando el sistema disol­
vente oloroforno/metanol. Se separan por destilación la ma 
yor parte de los disolventes de la fracción principal, que 
contiene lípido A purificado, y se aliada acetona a la solu­
ción concentrada de lípido A purificado. Los. precipitados 
ílooulentos de lípido A purificado se recogen por centri­
fugación y se secan a vacío.

El lí'cido A es una sustancia une se está observando
con gran interés., en vista del hecho de que produce reac­
ciones características tales cono efecto antitunor contra 
los tumores, animales, estímulo de la resistencia a la in­
fecciones experimentales, refuerzo de la producción de antL 
cuerpos como coadyuvantes, y alteración de la reactividad 
a la coinefrina.
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En la Patente alemana ns 1.073.150 se describe mi 
procedimiento sobre la preparación de lípido A purificado. 
En este procedimiento, -el lípido A crudo se extrae primero 
con mi áster de ácido graso, y el residuo insoluble se di­
suelve después en disolventes tales como aminas aromáticas 
terciarias o secundarias-, o tetrahidrofurano. Además., se 
añade a esta solución un exceso de alcohol alifático infe­
rior, separándose después por centrifugación los precipita
dos resultantes. La solución que sobrenada se concentra has 
ta mi volumen pequeño, bajo vacío, y la solución concentra 
da final se diluye con arma y se seca por congelación.

En la presente invención, el lipopolisacárido crudo 
se hidroliza durante 0,5 ñeras en KOI 1 K que contiene lp 
en peso de cloruro sódico, a 1CGSC, y los hidrolisados se
extraen con cloroformo. Después de lavar con agua, se aba­
de* a los extractos en cloroformo de 5 a 10 volúmenes de ace
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tona, se lavan repetidamente con acetona los precipitados 
resultantes, y se secan bajo vacio, ni lípido A crudo asi 
obtenido se usa cono material de partida para posterior pu 
rificación.

Los resultados de análisis cromatográficos efectuados
usando cromatografía en capa delgada indican que la frac­
ción de lapido A crudo no es.necesariamente homogénea. Por 
tanto, un objeto primordial de la presente invención es. el 
perfeccionamiento del método cromatogràfico, con el fin de 
asegurar un cierto rendimiento de lípido A purificado, nste 
objeto se consigue, según la presente invención, por la si 
guiante combinación especifica: uso de ácido silícico como 
adsorbente y uso de mescla cloroformo/metanol $:4) como elu 
yante. Así se aseguran la resolución y separación cromato- 
gráficas óptimas de impurezas tales como ácidos grasos, and.
noácidos y proteínas libres.

Los rendimientos de lípido A purificado, por al méto­
do de la presente invención, son de aproximadamente GC a 
70p en peso, lo que es mejor que los de los métodos conoci­
dos antes descritos.

Propiedades del lípido A purificado obtenido por el 
método según la presente invención:
1. Propiedades fisicoquímicas

Las fracciones de lípido A purificado son un polvo 
blanco, insoluble en agua, acetona, etanol y netanol, solu 
bles en éter y éter de petróleo, y fácilmente solubles on 
cloroformo y piridina. Lstas fracciones funden a aproxima­
damente 175-1802C, con descomposición.

Los resultados de análisis químicos son los siguien­
tes (siendo los tantos por ciento en peso): L, 1,9 a 2,lp;
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1 , 2 ,1 a 2,5/'; glucosaminas, 1 7 a 20;*; ácidos grasos, 60 a 
70;--; estando el resto constituido por ácido láurico, ácido 
miristico, ácido palmitico, y ácidos no identificados.

31 esquena de absorción infrarroja del lipido A pu­
rificado se caracteriza por unos **.icos de absorción en las 
siguientes frecuencias, expresadas en centímetros recípro­
cos: 173 0, 1655 y 15 5 0, lo que indica estiramiento del 0=0 

del áster, y deformación del -CO-1.11- y lí-li, respectiva­
mente.
2.irou-iedades biológicas

La tonicidad letal (DL^^) por via intravenosa en ra 
tonos, y la pirogenicidad (dosis mínima necesaria para pro 
uncir una elevación de 0,663 en la temperatura del cuerpo)
en conejos de los coloides acuosos de lipido A purificado 
son 250 ng/kg y de 2 a 5 ^ug/kg, respectivamente. En con­
traste, el valor D L ^  en ratones y la pirogenicidad en 00 

nejos del lipido A descrito en la Patente alemana nS 1.073.150 
son aproximada¡aente 50 ng/kg y 0,02 ng/kg, respectivamente. 
Por tanto, es evidente que la toxicidad y pirogenicidad del 
lipido A purificado kan disminuido considerablemente, en 
comparación con las del lipido A descrito en dlcia paten­
te .

Los siguientes ejemplos exponen realizaciones ilustra 
rivas de la presente invención que se prefieren actualmente. 
Las.partas en volumen y las partes en peso están en la mis­
ma relación que los mililitros y los gramos. Los tantos por 
ciento son en seso.

Ejemplo 1
Una suspensión acuosa, aproximadamente al 5/-, de cé-
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lulas bacterianas de i. eoli se extrae con un volumen igual 
de fenol al ¿Op, a de 65 a 7030, y la mésela se centrifuga 
a 1G.00C rom durante 15 min. Los extractos acuosos se en­
frian. a baja temperatura y tratan con 5 volúmenes de aceto­
na fría. Los precipitados íloculentos recogidos ñor cantri
íugación se disuelven en agua y se dialisan 
corriente, durante 3 dias. A cada 125 partes en volumen de
la solución dialisada, que contiene aproximadamente 3'̂  del 
lipopolisacárido crudo, se alado un volumen igual de lid 2 
i,* que contiene 2,̂  de cloruro sódico, y la mescla se calien-

ta en un tubo cerrado Asmáticamente, en mi balo de agua ca 
líente, durante 30 miu. Al fidrolisado ce enfría y se extrae 
con cloroformo. A loe extractos en cloroformo, después de 
lavados con agua, se ahaden 5 volúmenes do acetona fría.
Los precipitados flooulentos se reco; lavan resetida-
nente con acetona, y se secan bajo vacío, liste material se
designa como lípido A crudo.

L1 rendimiento de lípido A crudo derivado de 2500 par 
tes en peso de células húmedas es aproximadamente de 3,1 
partes en peso.

Un polvo mixto de 60 partes en peso de ácido silícico
(Mallinckrodt, 149 mieras, adecuado para análisis cromato- 
gráficos) y 30 partes en peso de sílice de diatomeas. (Hyflo 
Super-cel), secado a lOOSC durante 1 hora, se suspende en
cloroformo, después de haber lavado con agua destilada y 
después con metanol, y la suspensión diluida se vierte des­
pués en un tubo crornatográfico ̂ Por la parte superior de ia 
columna se introduce 1 parte en peso de la fracción de lípi 
do A crudo, ¿isuelta en 60 partes en volumen de cloroformo, 
y se deja que caiga lentamente. Después de eluir con 500 par
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tes en volumen de cloroformo, la fracción de Unido A pu­
rificado se aluye con 1000 ...artes en volumen de metanol al 
40^ que contiene cloroformo. La. solución eluida se concen­
tra fasta un volunten pepuefo, bajo vacío, y se trata, con 
10 volúmenes de acetona fría. Los precipitados resultantes 
se recoman por centrifugación y se secan bajo vacío.

bl rendimiento de Unido A purificado es de 0,722. par 
res en peso. Lunas a no 175 a lo020.
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b j cu*/lo 2

1,2 partes en peso de fracciones de lípido A crudo 
se disuelven en Cü partes -en volumen de clorcforuo: la so­
lución resultante se vierte en una columna oromatográfica 
de ácido silícico. Después de baberse lavado primero la 
colunia con 5CC partas en volumen, de cloroformo, las. frac­
ciones de lípido A purificado se eluyen con 1C0C partes en 
volumen de natanol al 40p, ue contiene cloroformo, de la 
misma forma descrita en el bjemulo 1.

Las soluciones eluidas se concentran fasta un volu­
men peoueílo, bajo vacio, y a la solución concentrada se 
afaden 5 volúmenes de acetona fría., y se deja enfriar en 
un refrigerador durante una noche.

Los precipitados flooulentos se recopen por centrifu­
gación, se lavan con acetona, y se secan bajo vacio.

bl rendimiento de lípido A purificado es de 0,840 
partes en peso.

bl lípido A purificado obtenido por el procedimiento 
de la presenta invención, como se fa descrito antes, mues­
tra un efecto inhibidor definido contra los tumores enperi- 
mentales en ratones, no viéndose apenas signos de efectos
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secundarios. 11 lípido A purificado refuerza tambión la re­
sistencia a la infección, y refuerza la producción de anti­
cuerpos.

11 nuevo producto de la presente invención es útil 
nara. reforzar la. resistencia a las enfermedades infecciosas 
microbianas, particularmente a 3as enfermedades infecciosas 
bacterianas grsm-negativas, tales cono las. debidas a los. 
organismos patógenos E. coli, Dseudomonas aeruginosa, Salmo
nella enteritis, etc, 
rrea. do la tornera, o 

ni lapido A s.e 
rooacteria tal como 1 
ma pue se pueden u^ar 
vos se incluyen, por

por ejemplo la diarrea epidémica, día 
te.
puede derivar del cultivo de una ente- 
. coli. Entre las cepas de esta últi- 
' en loe anteriores ejemplos ilustrati- 
cjenplo, la E. coli cormunis lis 6C2 y

la E. coli oosmmnior nE 3C.
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Los puntos de invención propia, no nueva, _<ero no 
establecida, practicada ni divulgada en España, que se pre 
sentan para que sean objeto de la presente solicitud de la 
tente de Introducción, por DI ES años, son los siguien­
tes :

1.- Un procedimiento para preparar lipido A purifica 
do a cartir de lipopolisacáridos derivados de bacterias 
gran-negativas por entracción con fenol y por hidrólisis 
àcida del entracto así obtenido, que comprende disolver li 
pido A crudo en cloroformo, fraccionar las fracciones ra-
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sultantes del lípido A crudo en una colúmna de ácido silí­
cico por medio de eluyente de clorofomo y metanol, en pro
porción de o a 4? separar por destilación los di solventes 
de las fracciones asi obtenidas, añadir acetona a la solu­
ción concentrada resultante de lípido A purificado, reco­
ger los precipitados ílocnlentos por centrifugación y se­
car en vacío.

2. - Un procedimiento según la reivindicación 1, 
en el que las bacterias gran-negativas son fnterobaoteria 
ceas.

3. - Un procedimiento según la reivindicacióíi 2, 
en el que las Unterobacteriaceas es Eacherichia coli.

4. - Un procedimiento para purificar fracciones de 
lipido A crudo por medio de cromatografía en una columna 
de adsorbente, seguido por elución con un eluyente, que 
con..rende la mejora en la .pie el adsorbente es una mésela 
de ácido silícico y sílice de diatorneas y el eluyente es 
una nescla. de aproximadamente 6 partes en volumen de clo­
roformo y aproximadamente 4 partes en volumen de metanol.

5. - Un procedimiento según la reivindicación 4)

en el que la proporción en peso de ácido silioico a síli­
ce de diatorneas es aproximadamente 2 a 1.

6. - Un procedimiento para preparar lípido A puri­
ficado a partir de lipopolisacaridos derivados do bacterias 
gran-negativas.
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n
i¿al y cono so :,a descrito en 3a llenoria que antecede, 

representado en los dibujos que se acompañan y para los fi­
nes ^ue se han especificado.

La presente Ilenoria consta de nueve hojas, escritas 
a máquina por una sola de sus caras.

Ladrid,
>. A.

Moa' ^  Bzat

1
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