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- . Esta invencidn se refiere & un procedimiénto pe~-
re. la preparacidn de monooleato de isomanida'puro_y a su

us¢ como agente emulsionante, especialmente en la prepara-

 ¢ibn de emulsiones de agua en asceite para uso como coadyu-

ventes en la preparacidn de vacunas. _
El uso de coadyuvantes del tipo de emulsién para
gumenter la antigenicidad de las vacunas pérenterales hd

gido conocido durante muchos efios. En general, comprenden

‘emulsiones de aceites minerales o vegetales y agua, siendo

lg fasé'conﬁinua'el aceite o el egua y siendo lé fase dis-
cbnﬁinua'el agua, el aceite 0 una segunda emulsidn de ague
en aceife. Los coadyuvantes dé emulsidn generalmente'reéu;g
ren para su estabilidadrotros compohentes conocidos como
agentes emulsionantes. Un agénte emulsioﬁante cominme nte _

empleado en la técnica anterior es el monooleato de manida

. comercial. Por eiemplo, en la patente estadounidense

- 3.149,036 de Woodhour y colaboradores, cuya descripeidn se

incorpora aquf a titulo de referencia, se describe la pre=
paracién de coadyuvantes del tipo de emulsidn de ague en
aceite que comprenden como emulgente "monooleato de mani-
da" comercial. . '

A pesar de la probada eficacia de losrcoadyuvann
tes del tipo de emulsién pare aumenter la respuesta de an-
ticuerpas, ninguno ha sido aceptado como vehfculo pars una

vacuna comercial, Esta falte de aceptacidn ha sido debi-
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de en gran parte a los informes sobre la tumorigenicidad

de la preparacién coadyuﬁante'en animales y especificamen

te del monooleato de manida comercial incorporado & los

nismos.

Por lo tanto, existia la necesidad de un agente

con capacidad emulgente tan bueno o mejor que el monoolea

'to de manida comsrcial pero desprovisto de propiedades

tumorigenicas.

Sorprendentemente, se ha encontrado, como :eali—

',; zacién’de‘esta invenciéﬁ. que ol monooleatq de isomanida

del monooleato de manida coheréial ¥ estd desprovisto de
propiedades tumorigénices. El uso del monooleato de isoma

nida puro en lugar del monooleato de manida comercial en .

ngles’ de reducir su poder irritante pars ol huesped,

‘ presentar mayqr potencia inmunoldgica de la vacuna y no

- - puro (99 %e) poéee pfOpiédades emulgentes'superiorée e las’

loa coadyuvantes de las vacunas tiene las ventajas adicio— _

presentar tumorigenicidad animsl. Como ventaje adicional,

el uso del monooleato de isomanida puro conduce a una

' constancia en el producto, tan importante en ol campo de

los medicamentos, mlentras qua el monooleato de manlda

- cidn’ variable, carece de,la requerlda,constancia,en el

) producto.

Otra reallzacidn de este invento es el nuevo

comercial, al.tratarse de una, mezcla compleja de comp051-

oran e . st ae e e+ ro—

EY PR RUAPL I
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l ,0(’}( (!{2)2(}I=CH( CH2 )7CH3

///\‘H g

¥ las siguientes caracteristicas:

 Rotacidn espec{ficas| ]25 + 66,7° (C = 1 0, CH013)

Indice de refraccidnt’ nz 1,4780 _
Equivalente de saponificacidn: 99,7 % del tedrico
Punto de ebullicidn: 220°/0,200 mm Hg
Destilacidn molecular: 10511190/ <1 micre Hg
Espectro de masas: n/e = 410 ‘ '7
~ Espectro RMN en (d6 -'dimetilsulféxido')
0,9-2,2 [ multiplete, 31H, CH3(CH2)7-CH=CH-(CH2)7]
3,1-5,05 (multiplete, 9H,

O
N N\
B “H H -
& N
“H= H

H
' H

o=

2

L

5 5,3 (triplete, 2H, -CH=CH-)

Espectro infrarrojo
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3444

3000

2920
2850
1740
1650
1470

1240

1170
1120

1080

1060

- 1020

' Intensidad
media
1
fuerte
"
"
muy débil

media

Otra realiiacién de - este invento es el nuevo

_procedimiento para su preparacidn. Los'preparédos de -la.

técnica anterior son mezclas de miltiples componentes

que contienen menos del 10 % de monooleato de isomanida.

El nuevo procedimiento de este inveneidn puede-

0 HO.

|-
R-CX+ -
. . H

‘ser.descrite mediante la siguiente ecuacidn:
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donde R es CH3(CH2)7CHéCH(CH2)7;
X es OH; halégeno como bromo, cloro o yodoj alcoxi
_inferior de 1 & 4 dtomos de carbono aproximada-
‘mente como metoxi, etoxi, propoxi o ﬁutoii;.o,‘
ariloxi de un solo nﬁcleo, preferiblemente feno-
xi.

les condiciones de reaccidn varian algo segin

* la naturaleza del sustituyente X.

Cuando X es haldgeno, el haluro de oleoilo se
agrega & un exceso de isomanida disuelto en un disolven—

te inerte como acetona, un hidrocarburo aromdtico como . -

benceno, tolueno, xileno o similares, un dter como tetra- -

hidrofurano, dioxano, 1,2-dimetoxietanoc o similares o un

'hidrqéébburo’halogenado como 1,24dicldr03tano;rdlbroformp,

'cloruro de metileno o similares. Lg témperatura de la reac

¢idn puede estar comprendida entre unos ~20°C y la tempe--

4

retura de reflujo del disolvente. Cuando se eleva la tem

* peratura por encima de unos 50°C, la. reaccidén transcurre

rapidamente sin que sea necesaria la presencia de .un acep-

tor de dcido. A las tewperaturas méa'béjas, es ventajosa
‘la'bfesencia de una tase como un carbonato o bicarbonato

alcalino o elealino-térreo, piridina, una amina terciaria

como trietilamina, N,N-dimetilanilina o 1,4-diazabiciclo
{2.2,2}optago.

Cuando X es hidroxilo, se deja reacclonar en un

-6 -
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disolvente una mezcla de éciao oleico, un exceso de igo-
manide y preferiblemente un catalizador dcido. El catali~-
zador puede ser cualgquier decido mineral fuerte como sul-
firico, clorhfdrico, percldrico, bromhidrico, fluorhidri-
co, clorogulfénico y etanosulfdnico; una resina cambiado-
ra de catidn rsgensrada con acido; diversas sales de mer- ;
curio, plata, cobalto, niquel y ccerio o acidos sulfdnicos
aromiticos como los dcidos benzosulfdnico, p-toluensulfd-
nico o B-naftelensulfdnico. E1l disolvente emplsado es ge-
neralmepie un disolvente aromdtico 0 un disolvente aromg

tico halogenado como benceno, tolusno, xileno, ¢lorobence—~

no o similares. lLa reacciéﬁ'se lleva a cabo a cualquier
teaperatura comprendica entre la ambisnte y la teaperaturs

de reflujo del disolvente empleado.

Cuando X es alcoxi inferior o ariloxi, sa hace

" reaccionar una mezcla de cantidades aproximadamente equi~

moleculares del éster de dcido oleico e isomanida, prefe-
riblemente en presencia de una cantidad catal{tica de una

base o de un dcido., la reaccién puede efectuarse en un di

solvente como un hidrocarburo aromdtico o un Ster como

tetrahidrofurano, dioxano, 1,2-dimetoxietano o similaras,

a cualquisr temperatura comprendiaa aproximadamente entre
~20°C y la temparatura de rsflujo del disolvente. El cata-
lizador es preferiblemente un alcéxido de metal alealino

y oreferiple, pero no nscesariamsnte, la porcidn alcoxi

-7 -
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del éster oleico y del catalizador son iguales. Alternati-
vamente, puede emplearse un dcido mineral fuerte como dci-
do sulfurico, sulfdnico o clorhiarico., Ia reaccidn tam-

bién puede efectuarse en ausencia de un disolvente, en cu-

yo caso la mezcla de las dos sustancias reaccionantes y un

‘aledxido de metal alcalino se calisntan por encima del pun

to de‘fusién, preferiblemente a presién reducida, para des
tilar el subproducto slcohdlico.
EJEMPLO 1

fonooleato de Ilsomanida

Etapas A: Preparacion de cloruro de oleoilo

" En 2400 ml de benceno, contenidos en un matraz de
fondo redondo y 5 litros de capacidad, provisio de agita-
dor, separador de agua Dean-Stark con condensador y fuen-
te de nitrdgeno, se cargan 350 g (1,24 molass) de dcido -
oleico. El sistemé gs seca por cestilacidn de 300 ml de

benceno & la presidn atmosiérica. La solucidn se enfria a

25°C, El patraz se sumerge en.un bafio de agua y el separa-

ﬁor Dean-3tark y la fuente de nitrégend se sustitujen por
un embudo de aecantacidn de 500 ml, un termémetro de inmer
sidn y un respiraderc Lrierite. .

A 1o largo de un periodo de 15 minutos ée afiaden

gota a gota 393 g (264 ml, 3,10 moles) ds cloruro de oxa-

‘1ilo. Durante la aaicidn se mantiene una temperatura de

reaccidén de 25 # 19, La mezela de reaccidn se agita a 25°C
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durante 1 hora. Después la mezcla de reaccidn se calien-
ta ﬁ reflujo duranfe 2 hbras. El excegso de cloruroc de oxa
lilo y el oloruro de nidrdgeno se separan destilando |
1750 ml de benceno a la pres#én atunosiérica, seguido de
conceptracidn a vacio de la masa hésta formar un aceite,
mientras se mantiena ;a'temperatura por debajo de 100°¢C,

La mezcla se lava tres veces con 880 ml cada vez de bence

no seco, por concentracidn & vacic hasta formar un aceite -

. todas las veces. El rendimiento de cloruro de 0le0ilo eru

ﬁb, turbio y de color ambarino, es de 373 é (100-101 %),

Etapa B: Preparacidn de isomanida

Y} .
En un metraz de fondo redondo y 5 litros de capa~

'cidad, provisto de agitador y consensador de reflujo, se

introducen 1000 g (5,49 moles) de D-manitol y 3000 ml de

deido clorhfdrico concentrado y se calienta a reflujo du—

rante 18 horas. Ia mezcla se concentra sobre un bafio -de

vapor hasta former un jarabe. Este dltimo se lava después

- dos veces con 300 ml de agus cada vez, por concentracidn

. a vacio hasta formar un aceite todas las veces. Después

ge separa el agua calentando el jarabe résiduairen,un ba-
fio de vapor bajo vacfo, durante 2,5 horas. El jarabe se
destila a vacio a través de una columna corta, No se re-

cogen cabezas. Se obtisenen 283,18 g de un aceite viscoso

- amarillo, p.e. 134-146°C/0,5-1,0 mm, que solidifica sl per—

manecer en reposo,

e e e

i 4ot mmmteot e
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El destilado de bajo punto de fusidn se disuel-
ve en 935 ml de una mezcla caliente de acetato de etilo/
etanol (95:5). La soluecidn amrilla transparenferse en-
fria a 25° a lo largo de 3 hofas. Ia cristalizacidn se
produce a 50-55°C, La mezcla se envejece a la temperatu-
ra ambiente durante 1 hore y a 0-5°C dwurante otra hora.
Se filtran los cristales, se lavan con 100 ml de acetato
de atilo frio (5°C) y dos veces con 150 wl de hexano cada
vsz..El producto se seca a vacio e 40°C/0,2 mm, Se Obtie-
nen 228,6 g (28-29 %) de isomanide, p.f. 86-88°C.

[0)25 = +91,27°, © = 2,9.
Etapa C: Preparacidn de monoolegto de isomanida
Se afiaden 525 g (3,60 moles) de isomanida a

'5800 ml de tolueno contenidos en un matraz de fondo re-

dondo y 12 litros de capacidad, proviesto de agitador, se-

parador de ague Dean~Stark con condensador y unag fuente
. L

' de nitrégeno. El sistema se seca por destilacién de>4OO ml

de tolueno, El separador de agua y la fuente de nitrdgeno. -
se sustituyen por un embudo de decantacidén de 500 ml y un
respiradero Drierite. A la solucién a reflujo se afiaden,

a 10 largo de 15 minutos, 361 g (1,20 moles) de clorure

‘de oleoilo. Ia mezcla de reaccidn se calienta a reflujo

durante 2 horas, Se destilan 2145 ml de tolueno a la pra=
gién atmosférica. La mezcla de reaccibn se deja llegar a

259C sin emplear bafio de refrigeracién, durante cuyo tiem-

- 10 -
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po crigtaliza la isomanida que no ha reaccionado. la mez-—
clo se envejece & la temperatura ambiente (25°C) durante

16 horas. Se filtra la mezcla y el sclido se lava dos ve-

ces con 290 ml de tolueno cada vez para dar 322,2 g (92-'

93 %) de isomanida recuperada, Se combinan el filtrado y

les aguas de lavado y se lavan cinco veces con 490 ml de

agua cada vez. La solucidn toluénica se seca Gestilando

450 ml de tolueno & la presidn atmosférica y despuds se

enfris a la temperatura ambiente (259C). El producto en’

tolueno se pasa por una columna (5,5 x 25 em) que contie—~
ne 485 g de 6xido de aluminio relleno en tolueno, Le co-

lumna se lava con 485 ml de‘tolueno y las aguas de lavado
se agregan al eluato, Ia capa amarille de tolueno se tra-
ta con 48,5 g de Nuchar C~1000N durante 2 horas & 25°C,

Se filira la mezcla y la torta de carbén se lava dos ve~ -

ces con 100 ml de tolueno cada vez. La solucién toluénica

~amarillo pdlida se concentra a vacio sobre bafio dervapor,.u

para dar 414,24 g (84;85 %) de producto crudo amarillo pd- B

lido. Se destilan 787 g de monooleaté crudo de la'siguienp

te forma, empleando un aparato de destilacién molecular

centrifuga. Se recogen unas cabezas de 23,6 g a 83—85°/<<1'

micra para separar el oleato de metilo. Ia fraccidn'prin-

cipel de 600,7 de monooleato (esencialmente incolord) se

‘recoge a 105-111%/ <1 micra., EL rendimiento es de 64~65 %

calculado sobre el dcido oleico. Un ensayo de la fraceidn’




1 principal por cromatografia en fase de vapor indica la :
presencia de 99,9 %+ de monooleato, con trazas de dcido
oleico, 0leato de metilo y dioleato.

o Espectro de masas - m/e 410 N
5 Infrarrojo (neto) - carbonilo de éster a 1740 co~?
RMN (4, DMSO) '

$0,9-2,2 (m, 31, (ca3)-(CHz)z-cn=0H-(CHa)z')
§3,1-5,05 (m, 9, '

RO / H '
10 H "8 g > |
i g |

T~

85,3 (t, 2, ~CH=CH-).
EJEMPLO 2

15 Monooleato de isomanida a partir de dcido_oleico e ;
isomanida _
Se calisnta a reflujo durante 12 horas una mez- ;
cla de 4,0 g (0,014 moles) de dcido oleico, 6,12 g (0,042 : i
moles) de isomanida y 0,4 g (0,002 moles) de écidb p~t0-
20 luensulfénico en 120 ml de tolueno, durante cuyo tiempo
se separe agug_empleando un separador de ague. Después
de enfriér, Ia mezcla de reaccidn se filtfa con ayuda de . ;
tierra de diatomeas y se concentra e vacio. El residuo se
trata con 25 ml de hexano. La isomanida insbluble.se se-r'

25 para por filtraeidn y el filtrado se pasa por un lecho

-12 -
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de aliminga pare separar el dcido p-toluensulfdnico y el
gcido oleico., El filtrado se destila a vacio para dar
monooleato de isomanida, p.e. 220°G/0,200 mm Hg.

' EJEMPLO 3

Monooleato de isomanida & partir de oleato de metilo e

isomanida
Se calienta a vacio (25-50 mm Hg) a 10600, du-

rante 1 hora, una mezecla de 5,93 g (0,02 moles) de olea~
to de metilo, 8,77 g (0,02 moles) de isomanida y 0,0524 g
(0,001 moles) de metdxido sddico. Ia mesa fundida se en-
fria a la temperatura ambiente. El sdlido oleoso se trata
con 40 ml ée hexano. lLa isomanide se separa por filtre-
cidn y el filtrado se destila a vacio para dar monooleato
de isomanida, p.e. 218-222°0/0,175 mm Hg.

EJEMPLO 4

Prgpérggién de_coadyuvante de aceite de cacahust empleando

. monooleato de igomanida puro al 10, 6, 4 y 2%

Porcentaje en volumen

Aceite de cacahuet 86 90 92 94
Monoestearato de aluminio 4 4 -4 4
Monooleato de isomanida puro 10 6 4 2

El monooleato de isomanida estéril se agrega al
aceite de cacahuet estéril y se mezcla Intimamente., E1
vehfculo bivalente aceite~monooleato de isomanida se agre-

ga al monocestearato de aluminio estéril., La mezcla triva-.

- 13 -
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lente es solubilizada elevando le temperaturs hasta unos
120°C, con egitacidn constante para garantizar la disper-
sidén {ntima del monoestearato de aluminio en el vshiculo
0leoso bivalente. Se deja enfriar la mezcla a la tempera;
tura ambiente (20-30°C),

EJEMPTO 5
Preparacidn de vgcunas contra la gripe con coadyuvante de

aceite de cacahuet, empleando monooleato de isomanida pu-—
roal 5,3, 2y1%

El coadyuvante de aceite de cacahuet obtenido en
el Ejemplo 4 se utiliza para preparar una vacuna contra
la gripe, agltdndolo lentamente en wun volumen igual de ung
solucidn salina regulada con fostato que contiene 2800 uni

dades CCA/ml de virus bivalente de la gripe (1600 unida-

des CCA/ml de A,/Aichi y 1200 unidades CCA/ml de B/Mass./3/6). -

EJEMPIO 6

S

Preparacién de_coadyuvante de gceite mineral utilizando mo~
nooleato de isomanida puro al 5, 3, 2y 1 %

Porcentaje en volumen
Aceite mineral 90 94 96 98
Monooleato de isomanida 10 6 4 2
El monooleato de isomanida se agrega ai aceite

mineral y se mezcla intimaaente.

- 14 -



. ke wbiasianes &

15

20

25

/

NE L0 QL9
el

407949

EJEIMPLO

Preparacidén de vacuna c¢on coadyuvante de aceite mineral,

empleando monooleato de isomanida puro al 5, %, 2y 1 %

El coadyuvante de aceite mineral del Ejemplo 5
se utiliza para preparar una vacuna contra la gripe, agi-
tandolo lentamente en un volumen igual de una solucidn sa-
lina regulada con fosfato que contiene 2800 unidades CCA/ml
de virus bivalente de la gripe (1600 unidades CCA/ml de
AZ/Aichi y 1200 unidades CCA/ml de B/Mass/3/66).

Habiendo descrito la invencidén se considera como
una novedad y, por lo tanto, reclamamos como de nuestra
propiedad lo contenido en las siguientes:

REIVINDICACIONES

1 Un procedimiento para la preparacidn de mo-

oleato de isomanida puro de estructura:
HO

A i
o | . /oé(cgg),,m:m(mz),{c&%
0,/’\3{ ’““\\H
con una rotacidén dptica especifica Eﬂ e + 66,72 (c= 1,0

en GHClB); indice de refraccidn nie 1,4780; equivalente

de saponificacidén, 99,7 % del tebrico; punto de ebullicidn,
2202C/0,200 mm Hg; destilacidn molecular, 105-1112C/ < 1 mi-
cras Hg; espectro de masas, m/e = 410; espectro RMN en d6-
dimetilsulféxido: 3§ 0,9-2,2, multiplete, %1H; § 3%,1~5,05,
multiplete, 9H; § 5,3, triplete, 2H; espectro infrarrojo:.

- 15 -
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 intensa absorcidn a 2920, 2850, 1740 cm'l, adsorcidn
media a 3444, 3000, 1470, 1240, 1170, 1120, 1080, 1060
v 1020 et y adsorcidén débil a 1650 cm_l, cuyo proce-
dimiento comprende el tratamiento de isomanida con un
agente acilante de estructura:

CH5(0H2)7CH=CH(CH2)78-X

donde X es hidroxi, haldégeno, alcoxi inferior o ariloxi

. de un solo nicleo, en un disolvente caliente, enfriamien-
to, eliminecién del exceso de isomanida y del disolvente
y destilacidn del producto.

2. Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
donde X es hidroxi y la reaccidén se lleva a cabo en presen—
cia de un catalizador &acido.

3., Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
donde X es haldgeno.

4. Un procedimiento segin la reivindicacién 1, don-
de X es alcoxi inferior y la reaccién se lleva a cgbo en
presencia de un catalizador acido o basico.

5. Un procedimiento segin la reivindicacién 1,
para la preparacidén de monooleato de isomanida puro que
comprende el tratamiento de alrededor de tres equivalentes

_.molares de isomanida, en tolueno caliente, con un equivalen-
te molar de cloruro de oleoilo, enfriamiento, eliminacién
del exceso de isomanida y del disolvente y destilacidn del

producto a 105-1112C a una presidén inferior a 1 micra.

- 16 -
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6. Se reivndica por Al%imo como objeto sobre el
que ha de recaer la Patente de Invencién que se solicita:
UN PROCEDIMLENTO PARA LA PREPARACION DE MONOOLEATO DE ISO
MANIDA PURO.

Podo conforme qﬁeda descrito y reivindicado en la
presente memoria descriptiva que consta de diecisiete pé-

ginas mecanografiadas.

Madrid, 25 Octubre 1.972
! BERNARDO UNGRIA

D ./ b,

/.
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