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@ Resumen:

Nuevo procedimiento para la obtencién de diosmina
a partir de materia prima vegetal.

Comprende: secar y moler la materia prima vegetal,
someterla a un primer proceso de extraccidon con éter
de petréleo obteniéndose un residuo de extraccidn
que se somete a un segundo proceso de extraccién
con metanol, de cuyo extracto se recupera la dios-
mina que si se desea se puede someter a cristalizacién
para su purificacion.

Aplicacion en la industria farmacéutica.
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DESCRIPCION

Nuevo procedimiento para la obtencién de
diosmina a partir de materia prima vegetal.
Campo técnico de la invencién

La diosmina es una flavona glucésico con im-
portantes aplicaciones en la industria farmacéuti-
ca, por su uso en preparados farmacéuticos como
el Daflon 500 mg.

Dentro de este dambito técnico, la presente in-
vencion proporciona un procedimiento para el ais-
lamiento de este flavonoide a partir de plantas de
Hyssopus officinalis y de diferentes especies del
género Citrus, tales como Citrus medica (Dedos
de Buda), Citrus limon (Meyer) y Citrus auran-
tifolia (Mejicana).

Estado de la técnica anterior a la invencién

Los flavonoides son compuestos fendlicos pro-
cedentes del metabolismo secundario de las plan-
tas de gran interés industrial. Dentro de este
grupo, se incluyen las flavonas y entre ellas, la
diosmina presenta importantes aplicaciones far-
macoldgicas por su efecto sobre la mejora de la
resistencia vascular [(1) Tsouderos, Y. (1991) Ve-
nous tone: Are the phlebotonic properties pre-
dictive of a therapeutic benefit? A comprehen-
sive view of our experience with Daflon 500 mg.
Z. Kardiol, 80:95101]; desérdenes inflamatorios;
[(2) Jean, T., Bodinier, M.C. (1994). Media-
tors involved in inflamation: effects of Daflon
500 mg on their release. Angiology, 45:554-559];
como agente antihemorroidal [(3) Godeberg, P.
(1994). Daflon 500 mg in the treatment of hemo-
rroidal disease: a demonstrated efficacy in com-
parison with placebo. Angiology 45:574-578; y
(4) Meyer, O.C. (1994). Safety and seecurity
of Daflon 500 mg in venous insufficiency and
in hemorroidal disease. Angiology, 45:579-584];
como antioxidante [(5) Villa, P.; Cova, D. De
Francesco, L., Guaitani, A., Palladini, G., Pe-
rego, R (1992). Protective effect of diosmetin
on in vitro cell membrane damage and oxidative
stress in cultured rat hepatocytes. Toxicology,
73:179189]; con efecto antiperoxidacién de lipidos
[(6) Dumon, M.F., Freneix Clerc, M., Carbon-
neau, M.A., Thomas, M.J., Perromat, A., Clerc,
M. (1994). Demonstration of the antilipid pe-
roxidation effect of 3’,5,7-trihydroxy-4’-methoxy
flavone rutinoside: in vitro study. Annal. Biol.
Clin. Parfs 52:265-270]; como protector frente a
radicales libres (2); e inhibidor de la sintesis de
tromboxanos y prostaglandinas [(7) Labryd, C.
(1994). Pharmacologic properties of Daflon 500
mg. Angiology, 45:524-530].

En la actualidad son escasas las aportaciones
acerca de la presencia y distribucion de la fla-
vona diosmina en las plantas [(8) Kanes, K., Tis-
serat, B.T., Berhow, M., Vandercook, C. (1993).
Phenolic composition of various tissues of ruta-
ceae species. Phytochemistry. 32:967-974; y (9)
Marin, F.R., Ortuno. A., Benavente-Garcia, 0.,
Del Rio, J.A. (1998). Distribution of flavone
glycoside diosmin in Hyssopus officinalis plants;
changes during growth. Planta Medica 64:181-
182] por lo que se han desarrollado métodos para
su obtencién por via quimica. Todos estos pro-
cedimientos requieren numerosas etapas para la
sintesis y purificaciéon final del compuesto, con el
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inconveniente adicional de los restos de disolven-
tes organicos que pueden acompanar al producto
activo finalmente obtenido.

Frente a los inconvenientes anteriormente ex-
puestos, la presente invencién se basa en el de-
sarrollo de un nuevo procedimiento para la ob-
tencién de diosmina natural a partir de plantas
altamente productivas en esta flavona, utilizando
un nuevo método para su aislamiento de manera
que el principio activo no resulta contaminado por
disolventes orgdnicos, y por tanto sin efectos se-
cundarios para su uso farmacolégico.
Descripcion detallada de la invencién

La presente invencién, tal y como se indica en
su enunciado, se refiere a un nuevo procedimiento
para la obtencion de la diosmina a partir de ma-
teria prima vegetal.

La diosmina es exactamente la 45,7 trihi-
droxi, 3’-metoxi flavona 7-rutinosido de férmula

Los solicitantes han dirigido sus esfuerzos a
encontrar aquellos materiales vegetales en los que
se produce diosmina en altas concentraciones, en-
contrando que dichos materiales son los siguien-
tes: Hyssopus officinalis (Lamiaceae), planta aro-
matica que hasta el momento solo era considerada
de interés industrial para la obtencién de aceites
esenciales, y frutos inmaduros de especies del gé-
nero Citrus (Rutaceae), tales como Citrus medica
(Dedos de buda), Citrus limon (Meyer) y Citrus
aurantifolia (Mejicana).

El procedimiento de la presente invencién
se basa fundamentalmente en técnicas de ex-
traccién de la materia prima vegetal con disol-
ventes organicos.

Para llevar a cabo el proceso de la invencién se
toma la parte de la planta que sea adecuada para
los fines pretendidos, se seca en una estufa en co-
rriente de aire y se muele. Seguidamente, la mate-
ria vegetal seca y molida se somete a una primera
extraccién con éter de petréleo para obtener un
primer residuo que se somete a una segunda ex-
traccién con metanol de cuyo extracto se recupera
la diosmina que posteriormente puede purificarse
por cristalizacién, si se desea o es necesario.

En cuanto a la parte de la planta més ade-
cuada para utilizarse en el proceso de la presente
invencién pueden mencionarse las hojas en el caso
de Hyssopus officinalis (Lamiaceae) y los frutos
inmaduros en el caso de las especies del género
Citrus (Rutaceae), en particular, Ctrus medica
(Dedos de Buda), Citrus limon (Meyer) y Citrus
aurantifolia (Mejicana).

El secado de la parte de la planta a utilizar
suele llevarse a cabo en una estufa con corriente
de aire forzado a una temperatura comprendida
entre 55°C y 65°C, preferentemente a 60°C. La
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duracién del secado es variable dependiendo de
la cantidad de materia a secar y del estado de
humedad en que la misma se encuentre, pudiendo
variar entre unas cuantas horas y varios dias. Un
periodo de tiempo de secado habitual puede ser
de aproximadamente 1 dia.

La materia seca se tritura en un molino hasta:
un tamano de particula comprendida entre 500
y 1000 um. Este producto asi secado y molido
constituye la materia prima vegetal que se somete
a dicha primera extraccién con éter de petroleo.

Dicha extraccién se lleva a cabo a la t tem-
peratura de ebulliciéon del éter de petrdleo, em-
pleando una proporcién de 2-3 ml por cada gramo
de materia prima seca. La duracién de la ebu-
llicién suele estar comprendida entre 1/2 hora y
1,5 horas. Transcurrido este tiempo se deja en-
friar el producto y se filtra con papel de filtro.
Se recoge el sélido y se vuelve a extraer con la
misma, proporcion de éter de petréleo en las mis-
mas condiciones, tras lo cual se procede de la
misma forma. Se filtra la mezcla, se recoge el
residuo de filtracién y se seca.

El residuo seco asi obtenido se somete a otro
proceso de extracciéon con metanol. Esta extrac-
cion se lleva a cabo empleando una proporcién de
1 a 3 ml de metanol por cada gramo de residuo,
a la temperatura de reflujo del disolvente durante
1-3 horas. Seguidamente se deja enfriar la mez-
cla hasta una temperatura de 35-45°C y se filtra
con papel de filtro, repitiéndose la extraccion del
residuo asi obtenido con la misma cantidad de
metanol durante el mismo tiempo.

Tras la filtracién se obtiene una solucién me-
tandlica rica en diosmina que se concentra en un
rotavapor a vacio hasta una proporcién de 1/7 a
1/9, preferentemente 1/8 de la cantidad inicial.

A la solucién concentrada procedente del ro-
tavapor se aiade una cantidad aproximadamente
igual de agua destilada. La mezcla se mantiene a
temperatura ambiente con agitaciéon durante unas
10-14 horas, tiempo durante el cual cristaliza la
diosmina, la cual se recoge mediante filtracién a
vacio.

La diosmina asi obtenida puede purificarse
mediante cristalizacién en metanol.

La principal ventaja del procedimiento de la
presente invencién frente a los procesos de sintesis
quimica utilizados hasta el momento, radica en
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el desarrollo de un proceso de obtencién de dios-
mina natural de determinados érganos vegetales,
en los que los procesos de biosintesis de esta fla-
vona resultan ser maximos, lo que y permite con-
seguir un mayor rendimiento en el proceso de ob-
tencién de diosmina, sin los inconvenientes de los
procesos de quimiosintesis, debido a la presencia
de impurezas o residuos de los reactivos utilizados
y/o de posibles reacciones secundarias.

Aparte de las ventajas econémicas relativas al
mayor rendimiento y pureza de la diosmina ob-
tenida por el procedimiento de la presente in-
vencién, hay que destacar el efecto beneficioso
para la salud humana del consumo de farmacos
en los que el principio activo sea un compuesto
natural.

Modos de realizacién de la invencién

La presente invenciéon se ilustra adicional-
mente mediante el siguiente Ejemplo, el cual no
pretende ser limitativo de su alcance.

Ejemplo

Se recolectan aproximadamente 200 gramos
de hojas de Hisopo y se secan en estufa de aire
forzado a 60°C durante 24 horas.

Una vez secas las hojas se muelen en molinillo
y se extractan con 500 ml de éter de petrdleo a
reflujo durante 1 hora. Enfriar y filtrar con pa-
pel de filtro. Recoger el precipitado y volver a
extractar con otros 500 ml de éter de petroleo, el
mismo tiempo. Fitrar y secar el residuo.

Tomar 100 gramos del residuo y extractar con
200 ml de metanol a reflujo durante 2 horas. En-
friar hasta 40 grados y filtrar con papel de filtro.
Repetir la extraccién del residuo con otros 200 ml
de metanol durante el mismo tiempo. Concentrar
en rotavapor los 400 ml de metanol hasta 50 ml
y adicionar 50 ml de agua destilada. Dejar en
agitaciéon los 100 ml durante 12 horas para que
cristalice la diosmina. Filtrar a vacio el precipi-
tado y lavar con 25 ml de metanol:agua (50:50).
Se obtiene 5 gramos de diosmina impura.

La purificacién del precipitado se realiza me-
diante cristalizacién en metanol, para ello se di-
suelven los 5 gramos de diosmina impura en 25 ml
de metanol a 70°C. Una vez disueltos dejar crista-
lizar en frio durante 12 horas. Filtrar la diosmina
cristalizada y secar en estufa a 100°C. Se obtienen
3 gramos de diosmina purificada del 100°.
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REIVINDICACIONES

1. Nuevo procedimiento para la obtencién de
diosmina a partir de materia prima vegetal, ca-
racterizado porque comprende esencialmente
las siguientes operaciones:

(a) seleccionar plantas altamente productivas
de diosmina eligiendo las partes de las mis-
mas especialmente ricas en diosmina;

(b) secar y moler las partes seleccionadas de las
plantas;

(¢) someter la materia vegetal seca y molida a
un primer proceso de extraccién con éter
de petréleo, para obtener un residuo de ex-
traccion;

(d) someter el residuo procedente de la etapa
(¢) a un segundo proceso de extraccién con
metanol de cuyo extracto se recupera la
diosmina;

(e) opcionalmente, someter la diosmina bruta
procedente de la etapa (d) a cristalizacién
para su purificacién.

2. Procedimiento segin la reivindicacién 1,
caracterizado porque las plantas altamente pro-
ductivas de diosmina se seleccionan entre Hyssop
us officinalis, Lamiaceae) y especies del género
Citrus (Rutaceae).

3. Procedimiento segun la reivindicacién 2,
caracterizado porque las especies del género Ci-
trus estédn seleccionadas entre Citrus medica (De-
dos de Buda), Citrus limén (Meyer) y Citrus au-
rantifolia (Mejicana).

4. Procedimiento segun la reivindicacién 2,
caracterizado porque la parte de la planta ele-
gida en el caso de Hyssopus officinalis son las ho-
jas.

5. Procedimiento segun las reivindicaciones 2
y 3, caracterizado porque la parte de la planta
elegida en el caso de las especies del género Citrus
son los frutos inmaduros.

6. Procedimiento segun las reivindicaciones 1-
5 anteriores, caracterizado porque el secado de
las partes de las plantas escogidas se lleva a cabo
en una estufa con corriente de aire forzado a una
temperatura comprendida entre 55°C y 65°C, du-
rante varias horas hasta varios dias.
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7. Procedimiento segun la reivindicacién 6,
donde dicho secado se lleva a cabo a 60°C du-
rante 24 horas.

8. Procedimiento segun la reivindicacién 1,
caracterizado porque la parte de la planta seca,
se muele en un molinillo hasta un tamano de
particula de 500-1000 um.

9. Procedimiento segun la reivindicacién 1,
caracterizado porque el proceso de extraccién
de la etapa (c) comprende una primera extraccién
con éter de petréleo a una temperatura corres-
pondiente al punto de ebullicién del mismo, em-
pleando una proporcién de 2-3 ml por cada gramo
de materia prima seca durante un periodo de
tiempo de 0,5 a 1,5 horas.

10. Procedimiento segun la reivindicacién 9,
caracterizado porque la mezcla de extraccién se
deja enfriar y se filtra recogiéndose el sélido.

11. Procedimiento segin la reivindicacién 10,
caracterizado porque el sélido obtenido se
vuelve a extraer con éter de petréleo en las mis-
mas condiciones descritas en la reivindicacién 9,
se filtra y se recoge el residuo de filtraciéon para
utilizarlo en la etapa (d) siguiente.

12. Procedimiento segin la reivindicacién 1,
caracterizado porque el residuo de filtracién ob-
tenido en la etapa 11 se somete a un segundo pro-
ceso de extraccion con metanol.

13. Procedimiento segun la reivindicacién 12,
donde dicha extraccién con metanol se lleva a
cabo empleando una proporciéon de 1 a 3 ml de
metanol por cada gramo de residuo a la tempera-
tura de reflujo del metanol, durante 1-3 horas.

14. Procedimiento segun la reivindicacién 13,
donde la mezcla de extraccion se filtra y se repite
el proceso de extraccién con el residuo empleando
la misma cantidad de metanol durante el mismo
tiempo, tras lo cual se filtra la mezcla obteniendo
una solucién metandlica rica en diosmina.

15. Procedimiento segun la reivindicacién 14,
caracterizado porque la solucién rica en dios-
mina se concentra a vacio hasta un volumen final
de 1/7 a 1/9 de la cantidad inicial y se le afiade
agua en la misma cantidad que la solucién con-
centrada, manteniéndose la mezcla con agitaciéon
a temperatura ambiente durante 10-14 horas con
lo que precipita la diosmina bruta.

16. Procedimiento segun la reivindicacién 15,
caracterizado porque la diosmina bruta asi ob-
tenida se purifica mediante cristalizacién en me-
tanol.
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