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M Descrizione dell'invenzione industriale avente per titolo:

"PROCEDIMENTO PER L'OTTENIMENTO DI GLICEROFOSFOLIPIDI"

a nome: ITALFARMACO SUD S.p.A.
* *®x *
La presente invenzione si riferisce ad un nuovo procedimento per il

frazionamento di glicerofosfolipidi deacilati di formula (I}

o

CHOH (I)

& 0-PO(X)-OR 11 Mas, 199
? . MI93 A/00955

nella quale | 4.

R rappresenta una carica negativa, un atomo di idrogenc; , un residuo
C[~12('_:I-121~1'R:LR2 (c_:]ove Rl‘e R2, uguali o diversi fra loro, rappresentano. ,
H. o alchile C;-C4), un residuo 01120{2N+(CH3)'3, un residuc
CHZCH(Nl-lz)GJOHb un residuo |

CHOH-CHOH

CH , \ CHOH, .
-
mentre
X rappresenta G oppure o,
a partire da miscele acquose O jdroalcoliche, a due o pid
componenti, dei predetti glicerofosfolipidi deacilati e di eventuali
impurezze di natura nan glicerofosfolipidica.
11 procedlmento é caratterlzzato dal | fatto che 51 sot:tcpcam;.yono£

L

dette miscele a elettrodialisi in celle elettrolltlche a p:.u scompart:n. .

K,

-separati_da membrane a scanblo di catlcm. e/o da membsr:ane a scanb:.o dl

anioni, in condlzmn_l di pH adatte a dlffe.renzmre per la carica
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positiva, negativa o neutra glicerofosfolipidi deacilati che si
intendono éeparare tra di loro o rispetto ad altre--impurezze di natura
non gllicerofos-folip=idica.

Nella descrizione che seque si adotteranno per 'bre‘zvité le seguenti
sigleé

HeX:Q{;

~  GPA per il composto di formula (I) in.cui R

- GPE per il composto di formﬁla (I) in cui R = CH,CH,NH, e X = OH;
. l_. | GPC per il composto d1 formula (I) -in cui R = CfI{zCI-IZN+(CII-I3)3 e X =
07 ; |
- GPS per il composto di formula (I) in cui R -_CHzcﬁ(NHZ)COOH e X =
- GPI per il c.:arposto di formula (I) in cui R &€ il residuo del
- myoinositolo e X = OH. | o R
- I camposti di formula (I) -posscnoh essere di -origine totalmente
. __sirrtetica ovvero essere ricavati media;rte reazione di deacilazione,
secondo tecniche note, a partire da fosfolipidi acila:ti W crigine
veget:;tle‘ (ad- esempip da lecitiha di _s.oia)“'o di .originwé' animle‘ (ad
esenpio da rosso d'uovo o da cervello bovino). 1In entfambi i casi é
possibile che nella miscela dei composti (I) da sottoporre ad elettro-
dialisi siano presenti impurezze di natura non glicerofosfolipidica, le
quali lposscno essere rimosse durante il medesimo processo d:. fraziona-
- mento o successivamente secondo tecniche ccnvenzionali. , quali ad esempio
la cristaliizzézione , ‘1'estrazione liquido/ li:quido, la ércrﬁatografia.
_Il procéssd sofprgndentetrenté permette un ef_fici.i‘ente fraziqnanéntb;

dei compostl di formula (I) utilizzando, "_riSpet{:p ai procedjﬂge;_;}'ti noti,

ot
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minori quantitd di reagenti chimici o solventi, generando minori
quantitd di reflui da smaltire, permettendo 1l'ottenimento dei camposti
(I) con ux;na maggiore produttivita.
I carposi:i di formula (I) sono caratterizzati dal fatto che a
secondo del_ valqre di pH della soluzione possono risultare carichi
positivamente, negativamente o essere elettricamente neut:rl Ad esempio,
il composto GPC risulta siéuranente carico positivamente a valori d4i pH
< 1 ca. e anfotero a valori d.1 pH superiori a 4, mentre il cawposto GPE
risultai carico positivamente a valori di pH < 1. ca., anfotero
nell'inte'rvéllo d:L pPH tra 5 e 8 ca. e carico negativamente a valori di
-pH > 10 ‘ca. Analc;gaimente é possibile trc;vare vaiori d.'L pH della
'!soluzione tali da differenziare grazie alla carica positiva, r;egativa o
neutra le specie (I) presenj:i nella miscela., Utilizzando lo stesso
principio & possibile separafe i camposti (I) da eventuali altré
| inpﬁrezze presenti nella miscela di partenza.
| Pertanto, 'sé si introduce una miscela dJ. carposti (1), in .soluzione
acquosa. o idroalcolica, al .pI-I oppox:turb, ;in unoe scompari:o della cella
elettrolitica (definito d'ora in poli came scomparto A), delimitato da
membrane a scanbio di cationi e/o membrane a scanmbio di anioni, ed
applicando un potenziale elettrico attraverso la cella, € possibile far
migrare verso l'anodo le spgcie cariche negativamente attraverso la

membrana a scambio di anioni (che ha cariche fisse positive e d'ora in

9

avanti indicata came M%) in uno scomparto - adiacente (definito d'ora in
. poi come soomparto_B), le specie cariche positivamente verso il catodo '

 attraverso la membrana ‘a scambio di cationi (che ha cariche fisse
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negativé e d'ora in avanti verrd indicata come M) in uno scomparto
adiacente (definito d'ora in poi came scomparto C) e lasciando nello
scoﬁparto A le specie e;ettricanente neutre.

A secondo del tipo di miscela che si vuole fraziomare & possibile
effettuare la separazione lavorando in successione a differenti valori -
di pH.

Lo schema elemenﬁaxe della cella, formato da pid scomparti, dipende
dal tipo di miscela che si vuole separare; in ogni caso smo presenti
gli elettrodi, catodo ed amodo, in pr9ssi1nité dei quali si troveranno
~ soluzioni elettrolitiche d:x. sa11 .Ie/o di acidi o basi imrgahici, dette
| rispettivanente' catolita e amlita,_ di "carposizione e concentrazione
lopportune conpartib.ili con le ne‘cessité' dei processi elettrodici e di
frazionamento. Negli scomparti A, B e/o C possono essere presenti fin
' dall'inizio o aggiunti successivamente_ dei sali inorganici per favorire
la{ conducibilita ,. nel caso in cui non fosse sufficiente la presenza -

delle spe;:ie (I)'ca;'ickle. La natura del éatolita_ e dell'amolita & legata
' a quella di taii sali inofganici owero alla natura della rr'niscela dei
composti (I) presenti negli scomparti A, B e C. I sali, acidi o basi
inorganici presenti nella cella sono dissociati in cationi ed anioni e
posso a 1oro_volta attraversare le membrane dotate di carica opposta
ed essere respinti dalle membrane di pari carica competendo nel
traéporto con  le speqie (I) cariche. Gli scqrparti separati dalle
membrané catiéniche .'e/o an.g‘,mich:a-__ scno | J.n nﬁmero ‘s‘hfficiente per

s

permettere 1l'introduzione della miscela.

i composti (I) e la raccolta
delle specie frazicnate; lo. schema elementare pud esséré ripetuto in._

L
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serie per aumentare la produttivitd del processo collegando tra loro gli
scnmpar£i<ﬁ.uguaLerw¢ura.

Ad esempio poséono essere ﬁtilizzate celle‘di qﬁesta carposizione:
1) (—)catodo/c;tolita/m‘/sc;mparto A/M* /scomparto B/M/anolita/anodo(+)
2) _(-)catodo/catolita/M*/scnnparto C/M /scomparto A/M'/anolita/anodo(+)
3) (-)catodo/catolita/M'/scomparto C/M™ /scomparto A/MY /scomparto B/M™

/anolita/anodo (+) |
4) (-)catodo/catolita/M'/scomparto A/M"/scomparto B/M /anolita/anodo(+)

Per sempliéité sano stati schematizzati- gli elementi caratteriz-
__zanti di questi possibiii schemi di.cella e non sono statJ. indicate le
‘entrate da e le ﬁséite versé 1'esterno dellé cella.

Le celle 1 e 2 si preétano allé realizzazione di una catasta con
due scomparti, delimitati da membrane di segno opposto come unita
'_zripetitiva. La cella 3 si presta alla realizzazione di una catasta con
tre sécmparti., deli‘mitatir da membrane di segno opposto. La cella 4 si
presta alla Irealiz-'zaziohe'di una catasta pid complessa” a causa deli’a
) diséosizioney delle membra;1e, ‘ma offfe i1 véx;xtaggiol di 'gara.ntire una
adeguata canducibilitd della corrente anche quando le specie (I) cariche
negativamente si sono trasferite quasi completamente dallo scomparto A
allo scomparto B.

Il processo é caratterizzato dalle seguenti reazioﬁi elettrodiche:
al catodo H' + e~ -—> 1/2 H,
all'anodo 1/2 H,0 _;> 1/4 0, + g+ & |
+»+ Di conseguenza, possono eSsere.instaliéti'gliéiettrodi;cdnvenzio+.'

nalmente usati nelle celle elettrolifiéhe. _Sdno altresi .possibili celle
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ancora pill semplici ad un'unica membrana (Mt o M ); in questo caso la
miscela iniziale e la specie (I) frazionata risultano a diretto contatto
con gli elettrodi. lLe cmdi.zioni di frazionamento devono essere pertanto
tali che le specie coinvolte siano stabili alle reazioni elettrodiche,
ciod allo sviluppo di idrogenc e di ossigeno. Le membrane che possono
essere usate in questo procedimento sono:

MC 3470 (scambiatrice di cationi)

e

MA 3475 (scambiatrice di anioni)

[Fornitore CYBRON CHEM INC. (G.B.)]

oppure |

CMW SELEMION (scambiatrice di cationi)

AMR SELEMION (scanbiatrice di anioni)

[Fornitore ASAHI GLASS (0. {(J)]

oppure

Ccsp (s"canbiatrice di cationi)

 ADP (scambiatrice di anioni)

[Fornitore MORGANE (F)].

Le membrane a scambico di cationi sono permeabiii alle specie (I) "
cariche positivamente e ai cationi inorganici presenti; le membrane a
scambio di anioni sono permeabili ‘alle specie (I) cariche negativamente
e agli anioni inorganici presenti. Entrambi i tipi di membrane hanno

bucna resistenza ai valori di pH ‘di esercizio oltre che resistenza -

meccanica e termica, hamo bassa tendenza all'intasamento e possono - .

essere riutilizzate dopo eventuali lavaggi con acqua, con una soluzione

1
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idroalcolica, con una soluzione acida diluita, con una soluzione basica
diluita, ancora con acqua o con una soluzione acquosa salina secondo
metodica convenzionale.

La concentrazione iniziale di -sali inorganici negli scomparti é
conmpresa tra O. e SM per ottenere la miglior densiti di corrente; il
processo pud essere condotto ad una densitd di corrente tra 20 e 3000
A/mz, riferita alla superficie di ciascﬁna membrana installata.

I sequenti esempi servano a meglio illustrare l'oggetto della
presente invenzione senza limitarla in alcun modo, potendo 1'esperienza
del tecnico del ramo individuare facilmente le condizioni adatte per
efgettuére analoghe separazmru @ miscele & camposti (];), basandosi
sui principi descritti.

" Esempio 1
In una cella elettrochimica di composizione 4)

-y o M M (+)
——l catolital scorrparto Al sconparto B| anolita|-—
con elettrodi di platino, fornita dl memorane MA 3475 (MY) e MC 3470
(M7), utilizzando came catolita KOH (concentrazione iniziale 0,05 M) e
come anolita K2504 {concentrazione iniziale 0,66 M) sono stati
introdotti nello scomparto A una soluzione acquosa di GPE/GPC di
composizione 50% / 50% di purezza globale 99,6% e di concentrazione O,l
"M in entrambe le specie (I}, gd un pH di. 9,75 ottenuto per aggiunta dJ. :
. NaCH, nelle scomparto B .una sol.u’zio'ne 'acqt;osa_ d.l sodio _acétato e dJ.
hacido acetico'éntraxrbi o,_i Mo | ‘

Ltelettrolisi & stata condotta a 3 A corrispondentia 300 A/metro

- L
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quadro dai supa:fipie esposta nelle membrane. Dopo 40.000 coulomb lo
scomparto A conteneva una miscela di GPE/GPC di camposizione 3,5%/96,5%
a pH circa 13.

Lo scomparto B conteneva al termine GPE, esente da GPC, ad un pH
circa 13. |

I1 recupero di GPC e di GPE al termine della elettrodialisi

1

risultava > 80%.

Ripetendo 1l'esempio 1, ma ‘interronpendo 1'elettrodialisi dopo
l'utilizzo di 20.000 coulamb la composizione dello scomparto A risultéva
. GPE/GPC 77%/93% mentre nello scomparto B la GPE risulj:ava _esénte da GPC.

In una cella elettrochimica analoga a quella impiegata nell'esempio
1 sono stati introdotti nello scomparto A una miscela acquosa di GPE/GPC
47,6%/52,4% di purezza globale 90%, e di concentrazione totale 0,14 'M
delle specie (I) presenéi, ottenuta mediante reazione di deacilazione di
lécitina di soja deoleata ( fornif.ore' Solvay Duphar). e successivo
passaggio su silice secondo modalitd di lei;tératura, e nello scomparto B
una soluzione acquosa di KCl 0,05 M.

L'elettrodialisi é stata condotta a 0,5 A corrispondenti a 50
A/metro quadro di superficie esposta dalle membrane e utilizzando un
totale di 8.800 coulomb. Lo scomparto A conteneva alla fine una miscela
~di GPE/GPC 25%/75% a pH 12,5. Il recupero di GPC e di GPE al termine
dell'elettrodialisi risultév'a > 95%. - o A |

Tw

Lo scomparto B conteneva una soluzione acquosa di GPE, esente da’

GC apH 12,50 T oo L

.1
FECE
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RIVENDICAZIONI

1. Procedimento per il frazionamento di glicerofosfolipidi deacilati di -
formila (I)

ik
CHOH o ‘ (I}

C!:Hzo-PO(X)-OR

nella_ qualé

R rappresenta una carica negativa, un atomo di iﬁrogeno, un residuo
C:I-!Z(':HZNRIR2 (dove Rl e R?, ué‘uali o diversi fra loro, rappresentano
H o alchile C;-C,), un residuo CH2C:HzN (CH )3,' un residuo

2CH(NH2)OOOH O un ralduo R " .

/C}I(I-I—CI-DH \
\ CI-I(]-I—CI-DH /

mentre
X rappresent:a OH cppure O',

a partue da miscele'.acquose- o idfoalcnliche, | a"?ue o pid
componenti, dei predatti glicerofosfolipidi deacilati e di eventuali
irrpurezée di natura nm _glicerofosfolipidica, carat£erizzato dal fattol
che si sottopongono dette miscele a elettrodialisi in celle elettroliti- .
che a pil scomparti, separati da membrane a scambio di cationi e/o da
membrane a scambio di anioni, in condizioni di pH adatte a differenziare
per la carica positiva, negativa o néut-.fa glicerofosfolipidi deacilaf.i ‘
chfa si intendcno‘ sepéx_rare tra di .‘LLl‘orolIO'l_r_ispetl-;o ad. gltre ';ir-rpu_rezze di

natura non glicerofosfolipidica..

R

2. Pro_cedimento secondo la rivendicazione 1 di frazionamento di una



" ripetuto in serie.
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miscela contenente GPC e GPE caratterizzato dal fatto che si opera a pH
> 8,5.
3. Procedimento secondo le precedenti rivendicazioni caratterizzato dal

fatto che le soluzioni a contatto con gli elettrodi contengmo sali e/o

‘acidi o basi inorganici.

4. Procedimento secondo una qualsiasi delle precedenti rivendicazioni
caratterizzato dal fatto che negli scomparti contenenti le miscele da
separare si introducono, allo scopo di favorire la conducibilitd, sali

inorganici preferibilmente in concentrazioni comprese fra 0 e 5 M.

s, Procedimento secondo una qualsiasi delle precedenti rivendicazioni

' caratterizzato dal fatto che si opera con densitd di -corrente comprese

Lo [

tra 20 e 3.000 A/ metro quadro riferiti alla superficie di ciascuna

membrana. -

- 6. Procedimento secondo una qualsiasi delle precedenti rivendicazioni

- -

caratterizzato dal fatto che lo schema elementare della cella pud essere

v

Il Mandatario ,
(Bianchetti Giuseppe)
dello Studio Consulenza Brevettuale s.r.l.

2 Bl

+*

: *‘e!k_
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