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(54) Acizi grasi cetilati, sistem de preparare si utilizare a acestora

(57) Rezumat:
1

Prezenta inventie se referd la un
procedeu de preparare a unui amestec de acizi
grasi cetilafi si la un sistem pentru realizarea
procesului  mentionat. in plus, prezenta
inventie se referd la o compozitie cuprinzand,
sau, alternativ, constand din, amestecul
mentionat de acizi grasi cetilati. In sfarsit,
prezenta inventie se referd la compozitia
mentionatd pentru utilizare in tratamentul
si/sau prevenfia urmitoarelor: (i) artrita

2
reumatoidd cu origine inflamatoare sau ne-
inflamatoare, in particular osteoartrita; (ii) alte
tulburdri inflamatorii ale articulatiilor; (iii)
psoriazis, lupus, boli periodontale sau boli
cardiovasculare sau cardiace; (iv) toate
patologiile  osteoarticulare  post-traumatice
inclusiv traumele sportive; (v) toate patologiile
degenerative  ale  articulatiilor  (artroza,
gonartroza, coxartroza, etc.), si (vi) tulburdrile
inflamatoare-traumatice ale tendoanelor si




muschilor. Suplimentar, se prevede utilizarea
compozitiei prezentei inventii in tratamentul
si/sau preventia patologiilor si tulburdrilor sus-
mentionate (i)-(vi) in asociere cu o terapie de
reabilitare. Compozitia cuprinzand amestecul
mentionat este formulati intr-o forma
farmaceuticA pentru uz oral (novel food,
supliment sau dispozitiv medical), sub forma
de piluld, pastild, capsuld, comprimat, granule,
pulbere dispersabild, sirop, solutie sau solutie
pulverizabild; pentru utilizare topicd sub forma
de cremd, unguent, pomadi, gel sau spray
pentru utilizare cum ar fi aplicarea pe piele,
sau pentru utilizare transdermicd sub forma
unui plasture.

Revendicari: 10
Figuri: 5

(54) Cetylated fatty acids, system for the preparation thereof and use thereof

(57) Abstract:

1

The present invention relates to a
process for preparing a mixture of cetylated
fatty acids and a system for carrying out said
process. Furthermore, the present invention
relates to a composition comprising, or
alternatively, consisting of said mixture of
cetylated fatty acids. Finally, the present
invention relates to said composition for use in
the treatment and/or prevention of: (i)
rheumatoid arthritis of inflammatory and non-
inflammatory origin, in particular
osteoarthritis; (ii) other inflammatory joint
conditions; (iii) psoriasis, lupus, periodontal
diseases or cardiovascular or heart diseases;
@iv) all post-traumatic osteoarticular
pathologies including sports injuries; (v) all
degenerative  joint pathologies (arthrosis,
gonarthrosis, coxarthrosis, etc.), and (vi)
inflammatory-traumatic tendon and muscular

2

conditions. Furthermore, it is envisaged that
the composition of the present invention be
used in the treatment and/or prevention of the
above-mentioned pathologies and disorders (i)-
(vi) in association with a rehabilitative therapy.
The composition comprising said mixture is
formulated in a pharmaceutical form for oral
use (novel food, supplement or medical
device), i.e. in the form of a pill, pastille,
capsule, tablet, granules, dispersible powder,
syrup, solution or sprayable solution; for
topical use, i.e. in the form of a cream,
unguent, ointment, gel or spray to be used as
such for application on the skin, or else for
transdermal use in the form of a patch.

Claims: 10

Fig.: 5
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Descriere:
(Descrierea se publici in varianta redactati de solicitant)

Prezenta inventie se referd la un procedeu de preparare a unui amestec de acizi grasi cetilati si la
un sistem de realizare a procedeului mentionat. Mai mult, prezenta inventie se referd la o compozitie care
cuprinde sau, in mod alternativ, consti din amestec de acizi grasi cetilati mentionat. In cele din urma,
prezenta inventie se referd la compozitia menfionati pentru utilizare in tratamentul si/sau prevenirea: (i)
artritei reumatoide de origine inflamatorie si neinflamatorie, in special, a osteoartritei; (ii) altor afectiuni
inflamatorii ale articulatiilor; (iii) psoriazisului, lupusului, bolilor parodontale sau a bolilor
cardiovasculare sau cardiace; (iv) tuturor patologiilor osteoarticulare posttraumatice, incluzand leziuni
provocate prin sport; (v) tuturor patologiilor articulare degenerative (artroza, gonartroza, coxartroza etc.)
si (vi) afectiunilor inflamatorii-traumatice ale tendonului si musculare. Mai mult, este avut in vedere ca
compozitia din prezenta inventie si fie utilizatd in tratamentul si/sau prevenirea patologiilor si tulburrilor
mentionate mai sus (i) - (vi) in asociere cu o terapie de reabilitare. Compozitia care cuprinde amestecul
mentionat este formulata intr-o formd farmaceutica pentru utilizare pe cale orald (alimente noi, supliment
sau dispozitiv medical), adica sub forma de pilule, pastile, capsule, tablete, granule, pulbere dispersabild,
sirop, solutie, solutie pulverizabild; pentru utilizare topicd (compozitiec pentru un dispozitiv medical),
adica sub forma de cremd, unguent, alifie, gel sau spray pentru a fi utilizate ca atare pentru aplicare pe
piele, sau altfel pentru utilizare transdermica sub forma de plasture.

Este bine cunoscut faptul ci o reactie de esterificare intre un acid gras si un alcool cu lant lung
(mai lung decat C12) sau alcool cu greutate moleculard mare (MW mai mare deciat 200) poate fi
desfisuratd in prezenta unui solvent chimic, cum ar fi toluen, care se comporti ca un solvent azeotrop
pentru eliminarea apei de esterificare. Un catalizator acid, cum ar fi acid sulfuric, este utilizat, de
asemenea, in reactie, si procesul este desfasurat intr-un reactor echipat cu un aparat Marcusson. Atunci
cand este folosit un astfel de proces, produsul ester final, care are o consistentd de ceard, apare de culoare
neagra datoritd prezentei acidului sulfuric, care provoacd o carbonizare partiald a produsului ester final.
Culoarea neagra poate fi indepartati prin spdlare cu alcali diluati, care neutralizeazi catalizatorul, si cu
clorurd de sodiu, care favorizeaza separarea fazelor. Folosind acest tip de proces, este necesar, in plus, ca
solventul utilizat sd fie eliminat complet din produsul ester final. Eliminarea completd a solventului nu
este intotdeauna usor de realizat si, in orice caz, reprezintd un cost si o complicatie tehnologicd majora.
Ca rezultat al etapelor obligatorii mentionate la sfarsitul reactiei de esterificare, acest proces cunoscut este
costisitor si necesitd tehnologii destul de complexe. in plus, utilizarea solventilor in timpul reactiei de
esterificare nu garanteaza intotdeauna eliminarea completi si totald a acestora din produsul final si exista
intotdeauna riscul de a avea un continut rezidual de solventi in produsul final, care poate depdsi limitele
impuse de catre autorititile de reglementare, pentru aplicatii medicale sau cosmetice. Acesta este motivul
pentru care utilizarea unui produs final obtinut prin utilizarea solventilor, chiar daca suferd o reducere
mare a cantitdtii acestora, poate IntAmpina obstacole de reglementare dacd este utilizat pentru aplicare
orald sau topica.

G. Bartoli si colab. (Adv. Synth. Catal. 2005, 1, 33-38) descriu 0 metoda de esterificare a acizilor
carboxilici cu alcooli in prezenfa percloratului de zinc hexahidrat ca catalizator, si a sulfatului de
magneziu ca agent de deshidratare.

Prezenta unui agent solid de deshidratare implica etape suplimentare de filtrare si purificare, care
sunt deosebit de nedorite pentru reactii la scara larga.

Mai mult decét atat, este important si subliniem ci ionul perclorat este un agent oxidant puternic
care, chiar si la temperaturi relativ scizute, determind degradarea compusilor alchilici, cum ar fi reactivii
si produsul de reactie la care se referd prezenta inventie. Acest lucru este adevirat in cazul specific al
structurilor care contin sisteme nesaturate. Mai mult, prezenta percloratilor poate reprezenta, de
asemenea, un pericol, deoarece acidul percloric si sirurile acestuia pot provoca, de asemenea, explozii in
mediul de reactie.

Un alt factor important este acela ci acidul percloric, la fel ca acidul sulfuric si acidul p-
toluenesulfonic, catalizeazd o reactic paraziti care are ca rezultat formarea de estolide ale acizilor grasi
nesaturati, adica ale esterilor acizilor cu lant lung formati din hidroxi acizi prin esterificarea a doi acizi
care au aceeasi structurd sau formule diferite, care sunt produse secundare nedorite, de exemplu, prin
formarea unui epoxid pe dubla legidturd a unui acid gras nesaturat. Riméne astfel necesitatea de a putea
avea un procedeu (si un sistem asociat) usor de realizat, economic si capabil si prepare, cu un randament
crescut, un ester ca materie primd pentru a fi utilizat intr-o compozitie de un produs finit pentru utilizare
orala si topica. Este de dorit s putem avea un procedeu (si un sistem asociat) care nu necesita eliminarea
unui solvent la sférsitul reactiei de esterificare, dar care s permita totusi eliminarea, atit a apei produse in
timpul reactiei de esterificare pentru a favoriza progresul reactiei, cit si a compusilor in sine care nu au
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reactionat la sfarsitul reactiei. Mai mult, este de dorit si putem avea un procedeu (si un sistem asociat)
care nu da nastere la reactii secundare sau produse secundare de reactie, cum ar fi, de exemplu, estolide.

Cu toate acestea, simpla aplicare a unui vid in timpul unei reactii de esterificare are ca efect, nu
numai eliminarea din vasul de reactie a apei produse, ci, de asemenea, eliminarea reactivilor initiali (adici
acidul gras si alcoolul cetilic) care nu au reactionat inci. Ca rezultat, nu numai ca randamentul reactiei
este redus, dar poate apdrea o ocluzie in condensatorul situat inainte de pompa de vid si dupa reactor sau
vasul de reactie, chiar si in fazele initiale ale reactiei. Prin urmare, si din punct de vedere al constructiei
instalatiilor, se simte nevoia de a introduce modificdri / imbundtatiri la sistemele existente pentru a depisi
limitele si dezavantajele prezente in acestea.

Documentul US 4,113,881 dezviluie o metodd de producere a miristoleatului de cetil prin
extractie din tesuturile soarecilor sau in mod sintetic, si o utilizare a miristoleatului de cetil in tratamentul
simptomelor artritei reumatoide inflamatorii. Sinteza miristoleatului de cetil este realizatd prin reactia
alcoolului cetilic si a acidului miristoleic in benzen in prezenta acidului p-toluenesulfonic (Exemplul II).
Reactia de esterificare descrisa in US 4,113,881 este catalizata cu acid si este desfdsuratd in prezenta unui
solvent.

Solicitantul, dupd o activitate de cercetare indelungata si intensd, a constatat in mod surprinzitor
ci dezavantajele mentionate mai sus pot fi depdsite datoritd procedeului (si sistemului asociat), asa cum
este descris mai jos. Datoritd procedeului si sistemului asociat descris si revendicat aici, solicitantul este
capabil si pregiteascd un amestec de acizi grasi cetilati cu usurinta si rentabil, cu o viteza de reactie foarte
mare si randamente foarte mari, fard solvent si intr-un mod adecvat pentru prepararea unei compozitii
farmaceutice sau a unei compozitii pentru un dispozitiv medical sau a unui supliment pentru utilizare pe
cale orald sub forma de piluld, pastild, capsuld, tabletd, granule, pulbere dispersabild, sirop, solutie, solutie
pulverizabild; sau pentru utilizare topicd sub formd de cremd, unguent, alifie, gel sau spray pentru a fi
utilizate ca atare pentru aplicare pe picle, sau altfel pentru utilizare transdermic sub formd de plasture.

Prezenta inventie se referd la un procedeu de preparare a unui amestec de acizi grasi cetilafi, asa
cum este revendicat in revendicarile anexate.

Prezenta inventie se referd la un sistem pentru prepararea amestecului mentionat de acizi grasi
cetilati, in conformitate cu procedeul din prezenta inventie, asa cum este revendicat in revendicirile
anexate.

Prezenta inventie se referd la o compozifie care cuprinde amestecul mentionat de acizi grasi
cetilafi, asa cum este revendicat in revendicdrile anexate.

Prezenta inventie se referd la o compozitie, care cuprinde amestecul mentionat de acizi grasi
cetilati, pentru utilizare in tratamentul si/sau prevenirea: (i) poliartritei reumatoide de origine inflamatorie
si neinflamatorie, In special, a osteoartritei; (ii) altor afectiuni inflamatorii ale articulatiilor; (iii)
psoriazisului, lupusului, bolii parodontale sau bolii cardiovasculare sau cardiace; (iv) tuturor patologiilor
osteoarticulare posttraumatice, incluzind leziuni provocate prin sport; (v) tuturor patologiilor
degenerative ale articulatiilor (artroza, gonartroza, coxartrozi etc.) si (vi) afectiunilor inflamatorii-
traumatice ale tendonului si musculare, asa cum este revendicat in revendicdrile anexate.

Prezenta inventie se referd la compozifia pentru utilizare in tratamentul si/sau prevenirea
patologiilor si tulburdrilor mentionate mai sus (i) - (vi), in asociere cu o terapie de reabilitare.

Amestecul mentionat de acizi grasi cetilati si compozitia mentionata care ii contine sunt capabile
sd moduleze si sd reducd mecanismele inflamatorii in mod rapid si eficient, asigurand astfel o activitate
antiinflamatorie foarte puternica.

Variante de realizare preferate ale prezentei inventii sunt descrise mai jos in detaliu far intentia
de a limita sfera de intinere a inventiei in sine.

Procedeul din prezenta inventie cuprinde o etapd in care cel putin un acid gras de origine
vegetald sau animala (reactiv de reactie) este pus in contact cu un alcool cetilic (reactiv de reactie) [1-
hexadecanol, CAS 36653-82-4, EINECS 253-149-0] si cu un catalizator, in absenta unui solvent (cum ar
fi, de exemplu, in absenta apei sau in absenta oricdrui solvent organic sau solvent anorganic). Cei doi
reactivi de reactie sunt plasafi in contact la o presiune inifiald de 1 atmosferd (1 atm = 1,01 bari). Pe
parcursul intregului curs al reactiei de esterificare, presiunca poate rimane constantd la 1 atmosferd sau
poate fi redusd, asa cum este descris mai bine mai jos, prin stabilirea unui program de vid pentru intregul
curs al reactiei. Acizii grasi sunt de origine vegetald sau animald si sunt selectati din grupul care cuprinde
sau, In mod alternativ, constau din acid miristic, de exemplu, acid miristic de tipul [acid
tetradecanoic, CAS 544-63-8, EINECS 208-875-2], acid oleic, de exemplu, acid oleic de tipul [CAS 112-
80-1, EINECS 204-007-1], si amestecuri ale acestora. Acidul miristic poate fi un acid miristic cu o
puritate in intervalul de la 90% pani la 99%, preferabil, de la 94% pana la 98%. Acidul oleic poate fi un
acid oleic cu o puritate in intervalul de la 70% pana la 95%, preferabil, de la 75% pana 1la 90%, chiar mai
preferabil, de 1a 80% pani la 85%.

Intr-o varianti de realizare preferatd, amestecul inifial de acizi grasi poate cuprinde de la 50%
pand la 99% in greutate de acid miristic, de exemplu, acid miristic de tipul [acid tetradecanoic, CAS 544-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3334705 T2 2022.01.31

63-8, EINECS 208-875-2] si de la 1% pana la 50% in greutate de acid oleic, de exemplu, acid oleic de
tipul [CAS 112-80-1, EINECS 204-007-1].

Intr-o alti varianti de realizare preferatd, amestecul inifial de acizi grasi poate cuprinde de la
60% pand la 90% in greutate de acid miristic, de exemplu, acid miristic de tipul [acid tetradecanoic, CAS
544-63-8, EINECS 208-875-2] si de 1a 40% pand la 10% in greutate de acid oleic, de exemplu, acid oleic
de tipul [CAS 112-80-1, EINECS 204-007-1].

De exemplu, amestecul inifial de acizi grasi cuprinde 65% in greutate de acid miristic, de
exemplu, acid miristic de tipul [acid tetradecanoic, CAS 544-63-8, EINECS 208-875-2] si 35% in
greutate de acid oleic, de exemplu, acid oleic de tipul [CAS 112-80-1, EINECS 204-007-1].

Catalizatorul este un catalizator metalic si poate fi, preferabil, pulbere de zinc. Intr-o varianti de
realizare, catalizatorul utilizat este pulbere metalicd de zinc. Cantitatea de catalizator addugatd este in
intervalul de 1a 0,05% pana la 0,3% in greutate in raport cu greutatea totala a reactivilor de reactie (adica,
acid gras sau amestec de acizi grasi + alcool cetilic). Preferabil, cantitatea de catalizator adiugata este in
intervalul de la 0,1% pand la 0,25% in greutate; chiar mai preferabil, este in intervalul de 1a 0,15% pani la
0,20% in greutate.

S-a constatat ci utilizarea unui catalizator pulbere metalicd, cum ar fi, de exemplu, pulbere
metalici de zinc, este deosebit de avantajoasi deoarece, pe 1anga asigurarea unor randamente excelente si
a unei puritifi crescute a produsului de reactie, poate fi usor indepartat din amestecul final prin filtrare. De
exemplu, continutul de zinc din produsul final obtinut prin procedeul din inventie este egal sau mai mic
decat 20 ppm. Acest confinut este perfect compatibil cu utilizarea produsului de reactie in scopuri
farmaceutice sau cosmetice, avand in vedere, de asemeneca, faptul cd zincul are o tolerabilitate
considerabil mai mare decit cea a altor metale, cum ar fi, de exemplu, staniu si titan, care pot fi utilizate
ca catalizatori in reactiile de esterificare sub forma de saruri, de ex., cloruri sau oxizi.

Reactia este desfisuratd la o temperaturd din intervalul de 1a 150 °C pana la 200 °C, preferabil, la
o temperaturd din intervalul de la 160 °C pand la 190 °C, chiar mai preferabil, la 180 °C. Timpul de
reactie este in intervalul de la 1 ord panad la 10 ore, preferabil, de la 1 ord pani la 8 ore, preferabil, de la 4
ore pand la 7 ore. Persoana de specialitate in domeniu este constientd de faptul ci timpul de reactie
depinde de conditiile de reactie utilizate (temperaturd, presiune, tipul de catalizator si concentratiile de
reactivi).

Eliminarea apei de reactie care se formeazd in timpul reactiei de esterificare este o etapd
necesard pentru a atinge un randament optim de transformare / reactie. Eliminarea apei din mediul de
reactie poate fi realizatd prin distilare in vid efectuatd pe intreaga reactie de esterificare in reactor,
utilizAnd un program de vid care aplicd o reducere a presiunii de reactie intr-un mod neliniar (vezi metoda
IT si aparatul II descrise de mai jos). In acest caz, programul de vid este aplicat intregului sistem si
intregului proces. In mod alternativ, eliminarea apei din mediul de reactie poate fi realizati la o presiune
constanti de 1 atm prin utilizarea unui flux de gaz inert introdus in mediul de reactie in timpul reactiei de
esterificare. Fluxul de gaz inert serveste pentru a transporta / a extrage apa de reactie formatd din mediul
de reactie (vezi metoda I si aparatul I descrise mai jos).

S-a constatat ¢ utilizarea unui gaz inert, cum ar fi, de exemplu azot, argon sau amestecuri ale
acestora, are, de asemenea, un cfect protector impotriva oxidarii materialului, In special, in ceea ce
priveste sistemele nesaturate, cum ar fi cele ale acidului miristoleic sau ale altor acizi grasi nesaturafi care
pot fi prezenti (de ex., acid palmitoleic, oleic, linoleic si linolenic).

in mod avantajos, s-a constatat ci produsul final al procedeului conform prezentei inventii
(indicat ca MI in Figurile 1-4) are o puritate crescutd, de exemplu, mai mare decat 95%. De fapt, folosind
metode analitice adecvate, cum ar fi cromatografie de gaze cu un detector cu ionizare in flacdrd (GC-
FID), nu au fost impuritafi, cum ar fi produse secundare de oxidare sau estolide, care sunt obfinute in
general, In cazul in care sunt detectate, in cantititi substantiale in conditii de esterificare in conformitate
cu stadiul tehnicii.

De obicei, randamentul reactiei este mai mare decit 95%, si amestecul de la sfarsitul reactiei
confine cel mult 3% alcool cetilic si cel mult 1,4% din amestecul initial de acizi grasi (greutate / greutate
totald a amestecului MI). Dupa filtrarea catalizatorului si, optional, un tratament deodorant pentru a
produce MF (Figurile 1-4), de exemplu, la 180 °C si la o presiune reziduald de 10 mbar, continutul de
alcool cetilic este mai mic decét 1,5%, si confinutul de amestec de acizi grasi este mai mic decit 0,9%.
Este obtinuti o puritate mai mare decat 97,5%. Solicitantul a descoperit in mod surprinzitor cd prin
aplicarea unui program de vid, selectat cu atentie in functie de gradul de progres al reactiei, este posibil sa
se favorizeze progresul reactiei prin eliminarea numai a apei fird inducerea distilarii reactivilor, mai ales
in fazele timpurii ale reactiei, de exemplu, in primele doud / trei ore (vezi metoda I, aparatul II).

Intr-o variant de realizare, reactia este condusa prin aplicarea unui program de vid (reducerea
presiunii in interiorul reactorului si a intregului sistem intr-un mod neliniar - vezi metoda II, aparatul II),
in care presiunea aplicatd este, de exemplu, egald cu 60.000 Pa (600 mbar) si se reduce, intr-un mod
neliniar, la 500 Pa (5 mbar), de exemplu, dupd 7 ore. Preferabil, presiunea initiald de reactie este de 1 atm
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si apoi se aplici o reducere a presiunii, care este, de exemplu, egald cu 600 mbar in prima ord si apoi
scade, de exemplu, pand 1a 500 mbar 1a 2 ore dupa incepere, 300 mbar la 3 ore dupa incepere, 200 mbar la
5 ore dupa incepere si 5 mbar la 7 ore dupd incepere (timpul total de reactie este de 7 ore). Pot fi utilizate
si alte programe de vid.

Solicitantul a gisit util si avantajos sa echipeze reactorul sistemului din prezenta inventie cu un
condensator vertical si cu un condensator orizontal, dispuse in serie si cu temperaturd controlata (vezi
metoda II, aparatul IT) sau, in mod alternativ, doar cu un condensator orizontal (vezi metoda I, aparatul I).
Condensatorul vertical este mentinut la o temperaturd din intervalul de la 70 °C pani la 90 °C, preferabil,
la o temperaturd de 80 °C, in timp ce condensatorul orizontal este, in ambele cazuri, menfinut la o
temperaturd din intervalul de 1a 10 °C pana la 40 °C, preferabil, la o temperaturd de 25 °C. Condensatorul
vertical favorizeazad evaporarea apei si condensarea simultand a reactivilor, care sunt astfel reciclati in
vasul de reactie. in plus, a fost dovedit a fi deosebit de avantajos, in ambele cazuri, si treacd un flux de
gaz inert prin reactor in timpul reactiei. Preferabil, gazul inert mentionat este un azot gazos.

In prima varianti de realizare mentionati (metoda I, aparatul I), gazul inert este introdus in
mediul de reactie, preferabil, ca un flux continuu, nu in masa de reactie, ci mai degraba in volumul de mai
sus (in capul reactorului), masa de reactiec mentionati continuta in reactor.

In a doua varianti de realizare (metoda II, aparatul II), gazul inert este introdus in mediul de
reactie, preferabil, ca un flux continuu, in masa de reactie prezentd in reactor (adiugati in masd) prin
intermediul unei conducte introduse in masa de reactie.

Prezenta inventie se referd la un sistem de realizare a procedeului de preparare a unui amestec de
acizi grasi cetilafi care cuprind sau, in mod alternativ, care constau din miristat de cetil si/sau oleat de
cetil.

Intr-o prima varianti de realizare schematizati in Figura 1 (metoda I), sistemul 1 cuprinde un
reactor 2 reprezentat printr-un recipient 3 previzut cu un mijloc de amestecare 4, cum ar fi, de exemplu,
un agitator mecanic, un mijloc de incilzire 5, cum ar fi, de exemplu, 0 manta modelatd pe suprafata
exterioard a recipientului 3, in interiorul cdruia este determinat sd treacd un fluid incdlzit, un mijloc 6
pentru controlul temperaturii in interiorul recipientului, un mijloc 7 pentru suflarea unui gaz inert in
interiorul recipientului, un orificiu de intrare 8 modelat in partea superioara a recipientului 3a astfel incat
sd permitd introducerea solidelor sau reactivilor, un orificiu de iesire 9 modelat in partea inferioard a
recipientului 3 astfel incit sd permitd colectarea probelor de reactie, si o supapd 10 care permite
descarcarea amestecului la sfarsitul procesului.

Reactorul 2, prin intermediul recipientului 3, este conectat la un condensator orizontal 11, care
are un prim capat de intrare 11a si un al doilea capat de iesire 11b, prin intermediul unei conducte 12. Axa
principald a condensatorului orizontal 11 este pozitionatd intr-un mod in mod substantial paralel cu
suprafata de repaus a reactorului 2. Conducta 12 este pozifionatd intre partea superioara a recipientului 3a
si primul capdt de intrare mentionat al condensatorului orizontal 11a. Condensatorul orizontal 11 este
conectat, prin intermediul unei conducte 14, la un recipient 13 pentru colectarea apei de reactie. Conducta
14 este pozitionatd intre al doilea capit de iesire 11b si partea superioard a recipientului 13a.

Intr-o primi varianti de realizare, metoda (I), pentru prepararea unui amestec de acizi grasi
cetilati care cuprind sau, in mod alternativ, care constau din miristat de cetil si/sau oleat de cetil, este
realizat utilizind sistemul din Figura 1.

Procedeul cuprinde o etapd in care acidul oleic si/sau miristic sunt puse in contact pentru a
reactiona cu alcoolul cetilic, in prezenta unui catalizator, cum ar fi metalul zinc, astfel incat sd se obtind
un amestec de reactie 15. In scopul realizirii acestei etape, acizi grasi mentionati, alcoolul cetilic si, mai
tarziu, cAnd masa substantelor reactive este in stare topitd, catalizatorul (in absenta solventilor) sunt
incdrcate in reactorul 2 prin introducerea lor prin orificiul 8.

Amestecul de reactie este adus la o temperaturd de reactie egald sau mai mica decat 100 °C si la
o presiune de 1 atm. in scopuri de Incilzire, un fluid incélzit, cum ar fi, de exemplu, un ulei incilzit sau
vapori de apa, este introdus sub presiune, la o temperatur cum ar fi aceea pentru obfinerea temperaturii
de reactie dorite in mantaua 5 a recipientului 3. In timpul etapei de incilzire, sunt activate amestecul de
reactie 15, care se afld in interiorul reactorului 2, mijloacele de agitare 4 si mijloacele de control al
temperaturii 6, si un gaz inert, de exemplu, azot, este suflat / introdus in recipientul 3 prin intermediul
mijloacelor de suflare 7. Gazul inert, azot, nu este suflat / introdus in amestecul de reactie 15, ci este
introdus mai degraba in recipientul 3, in volumul prezent deasupra amestecului de reactie 15. Acizii grasi,
alcoolul cetilic si catalizatorul mentionate (in mod avantajos in absenta solventilor, presiunea este egald
cu 101.325 Pa (1 atm) si temperatura este in intervalul de la 150 °C pand la 200 °C) dau nastere unei
reactii de esterificare in amestecul de reactie 15, cu producerea de esteri cetilafi si apd de esterificare.
Reactia de esterificare este desfasurata fard utilizarea unui vid, ci mai degrabd la o presiune de 101.325 Pa
(1 atm). Apa de esterificare prezentd in amestecul de reactie 15, in conditiile de temperaturd si presiune de
reactie, este transformatd in vapori de apd, care sunt eliminati din recipientul 3. Vaporii de apd sunt
eliminati din recipientul 3 datoritd fluxului de azot introdus / suflat in partea de volum de deasupra
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amestecului de reactie 15 (volum de deasupra amestecului de reactie). Vaporii de apd si azotul ajung la
condensatorul orizontal 11 prin intermediul conductei 12. Gazul inert iesit din recipientul 3 trece prin
conductele 12 si 14, este recuperat si reintrodus in recipientul 3 (prin intermediul unui sistem de conducte
si supape care nu sunt ardtate in Figura 1) cu ajutorul mijloacelor de suflare 7.

Condensatorul orizontal 11 are scopul de a condensa apa de esterificare, eliminind-o din
amestecul de reactie 15, astfel incit sd conduci reactia de esterificare citre cel mai mare randament
posibil. Apa de esterificare condensatd in stare lichida este colectatd in recipientul 13 prin intermediul
conductei 14. Pentru a realiza condensarea apei de esterificare, condensatorul 11 este menfinut la o
temperaturd mai mica decat 100 °C, de exemplu, la o temperatura in intervalul de 1a 10 °C pani la 40 °C,
preferabil, de la 20 °C pand la 30 °C si la o presiune de 1 atm. La sférsitul reactiei de esterificare
(efectuatd fara utilizarea de solventi, la o presiune de 1 atm si fard vid), amestecul de acizi grasi cetilati
este ricit si evacuat prin supapa 10.

Intr-o a doua varianti de realizare schematizati in Figura 2 (metoda II), sistemul 1 cuprinde un
reactor 2 reprezentat printr-un recipient 3 previzut cu un mijloc de amestecare 4, de exemplu, un agitator
mecanic, un mijloc de incdlzire 5, de exemplu, o manta modelata pe suprafata exterioard a recipientului 3,
in interiorul cdreia este determinat sd treacd un fluid incdlzit, un mijloc de control al temperaturii 6 in
interiorul recipientului, un mijloc 7 pentru suflarea unui gaz inert in amestecul de reactie 15 continut in
recipientul 3, un orificiu de intrare 8 in partea superioard a recipientului 3a pentru a permite introducerea
solidelor sau reactivilor, un orificiu de iesire 9 format in partea inferioard a recipientului 3 pentru a
permite colectarea probelor de reactie, si 0 supapa 10 pentru a permite descircarea amestecului la sfarsitul
procesului.

Reactorul 2, prin intermediul recipientului 3, este conectat la un condensator vertical 16 care are
un prim capit de intrare 16a si un al doilea capat de iesire 16b, prin intermediul unei conducte 12. Axa
principald a condensatorului vertical 16 este pozitionatd substantial perpendicular pe suprafata de repaus a
reactorului 2. Conducta 12 este pozitionatd intre partea superioard a recipientului 3a si primul capit de
intrare al condensatorului vertical 16a. Condensatorul vertical 16 este conectat la un condensator orizontal
11, care are un prim capdt de intrare 11a si un al doilea capdt de iesire 11b, prin intermediul unei conducte
17. Axa principald a condensatorului orizontal 11 este pozitionatd substantial paralel cu suprafata de
repaus a reactorul 2. Conducta 17 este pozitionatd intre capdtul condensatorului vertical 16b si primul
capat de intrare mentionat al condensatorului orizontal 11a. Condensatorul orizontal 11 este conectat la un
recipient 13 pentru colectarea apei de reactie prin intermediul unei conducte 14. Conducta 14 este
pozitionatd intre al doilea capit de iesire 11b si partea superioard a recipientului 13a. Conducta 14
cuprinde o iesire 18 citre o pompa sau un dispozitiv (care nu este aratat in Figura 2) capabil si creeze un
vid (presiune mai micd decat 1 atm) sau, mai degrabd, un program de vid cu o reducere neliniard a
presiunii. Intr-o a doua varianti de realizare, procesul (II), pentru prepararea unui amestec de acizi grasi
cetilati care cuprind sau, in mod alternativ, care constau din miristat de cetil si/sau oleat de cetil, este
realizat utilizand sistemul din Figura 2. Procesul cuprinde o etapd in care acidul oleic si/sau miristic sunt
puse in contact pentru a reactiona cu alcoolul cetilic in prezenta unui catalizator, cum ar fi metalul zinc,
astfel Incat sd se obtind un amestec de reactie 15. Pentru a efectua aceastd etapd, acizi grasi mentionati,
alcoolul cetilic si catalizatorul (in absenta solventilor) sunt incircate in reactorul 2 prin introducerea lor
prin orificiul 8.

Amestecul de reactie este adus la o temperaturd de reactie egald sau mai mica decét 100 °C si o
la presiune de 1 atm, sau altfel, la o temperaturd de reactie mai mare decat 100 °C, de exemplu, o
temperaturd din intervalul de la 150 °C pand 1a 200 °C. in scopuri de incilzire, un fluid incilzit, cum ar fi,
de exemplu, un ulei incilzit sau vapori de apd, este introdus sub presiune, la o temperaturd, cum ar fi
aceea pentru obtinerea temperaturii de reactie dorite in mantaua 5 a recipientului 3. In timpul etapei de
incdlzire sunt activate amestecul de reactie 15, care se afla in interiorul reactorului 2, mijloacele de agitare
4 si mijloacele de control al temperaturii 6, si un gaz inert, de exemplu, azot, este suflat / introdus in
recipientul 3 prin intermediul mijloacelor de suflare 7. Gazul inert, azot, este suflat / introdus in amestecul
de reactie 15. Acizii grasi menfionati, alcoolul cetilic si catalizatorul (in mod avantajos in absenta unui
solvent si la o temperaturd din intervalul de la 150 °C pand la 200 °C) dau nastere unei reactii de
esterificare in amestecul de reactie 15, cu producerea de esteri cetilati si apd de esterificare. Apa de
esterificare prezentd in amestecul de reactie 15, in conditiile de temperatura si presiune de reactie, este
transformatd in vapori de apd, care trebuie eliminati din recipientul 3 pentru a creste randamentul reactiei.
Vaporii de apd sunt eliminati din recipientul 3 prin intermediul unui program de vid cu o reducere
neliniard a presiunii, care intervine dupa condensator 11. Vaporii de apa si azotul ajung la condensatorul
orizontal 11 prin intermediul conductei 12. Gazul inert iese din recipientul 3, trece prin conductele 12, 17
si 14, este recuperat si reintrodus in recipientul 3 (prin intermediul unui sistem de tevi si supape care nu
sunt aratate in Figura 2) cu ajutorul mijloacelor de suflare 7. Condensatorul vertical 16 (fierbinte) are
scopul de a favoriza evaporarea apei de reactie si condensarea simultand a reactivilor, care sunt, astfel,
reciclati in recipientul 3 prin intermediul conductei 12. Apa care se evapord ajunge la condensatorul 11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

MD/EP 3334705 T2 2022.01.31

prin intermediul conductei 17, in timp ce condensarea reactivilor si reintroducerea lor in recipientul 3
impiedic ocluzia conductelor si oprirea reactorului 2.

Condensatorul orizontal 11 (rece) are scopul condensdrii apei de esterificare, eliminind-o din
amestecul de reactie 15, in asa fel incit sd conduci reactia de esterificare citre cel mai mare randament
posibil. Apa de esterificare condensatd in stare lichida este colectatd in recipientul 13 prin conducta 14,
care cuprinde o conductd 18 care duce la o pompa sau dispozitiv (care nu este aritat in Figura 2) pentru a
efectua un program de vid cu o reducere neliniard a presiunii pentru a facilita eliminarea apei de
esterificare. Pentru a produce condensarea apei de esterificare, condensatorul 11 este menfinut la o
temperaturd mai micd decit 100 °C, de exemplu, la o temperaturd din intervalul de la 10 °C pani la 40
°C, preferabil, de la 20 °C pand la 25 °C si la o presiune de 1 atm.

La sfarsitul reactiei de esterificare (efectuatd fard utilizarea unui solvent), amestecul de acizi
grasi cetilati este ricit si evacuat din supapa 10.

Acidul miristic (acid tetradecanoic) utilizat poate fi selectat, de exemplu, dintre cei la o
concentratie de 99% CAS 544-63-8 (EINECS 208-875-2) care au o compozitie procentuald (GLC): acid
lauric C12:0 mai mic sau egal cu 1; acid miristic C14:0 mai mare sau egal cu 99%; acid palmitic C16:0
mai mic sau egal cu 1. Acidul oleic utilizat poate fi selectat, de exemplu, dintre cei care au cel putin 78%
acid oleic CAS 112-80-1 (EINECS 204-007-1) cu o compozitie procentuald (GLC), de exemplu: [acid
lauric + acid miristic] C12:0 + C14:0 mai mic sau egal cu 0,5; acid oleic C18:1 mai mare sau egal cu
78%:; acid linoleic C18: 2 mai mic sau egal cu 15 si alte C18:3 mai mici sau egale cu 1.

Alcoolul cetilic (1-hexadecanol) utilizat poate fi selectat, de exemplu, dintre cei identificati
ca CAS 36653-82-4 (EINECS 253-149-0).

Amestecul MI (Figura 3) de acizi grasi cetilati iesiti din supapa 10 a reactorului 2 (Figura 1 si 2),
obtinut prin procedeul descris mai sus (metoda I, aparatul I, sau metoda II, aparatul IT) cuprinde sau, in
mod alternativ, consta din miristat de cetil si/sau oleat de cetil si un catalizator.

Acest amestec "initial" MI poate fi supus unui tratament de rafinare ulterior pentru (i) a reduce
cantitatea de catalizator con{inutd in acesta, (ii) a deodoriza amestecul si (iii) a elimina substantele
reactive prezente in acesta care nu au reactionat. In acest scop, amestecul MI suferi o filtrare a
pamantului de diatomee intr-o presi de filtrare, astfel inct sd se obtind un amestec filtrat Mf in care
catalizatorul a fost indepdrtat sau a fost foarte mult redusi cantitatea. Amestecul filtrat Mf de iesire este
introdus Intr-un aparat de deodorizare pentru a fi tratat la o temperatura din intervalul de 1la 150 °C pani la
200 °C, de exemplu, 180 °C, la o presiune reziduald in intervalul de la 500 Pa pani la 1.500 Pa (de la 5
mbar pand la 15 mbar), de exemplu, 10 mbar, in prezenta vaporilor de apa directi pentru o perioadd de
timp din intervalul de la 1 ord pand la 5 ore, preferabil, de 1a 2 ore pand la 4 ore, de exemplu, 3 ore, astfel
incat si se obtini un amestec MF "final". In ceea ce priveste eliminarea catalizatorului, analiza ICP-IES
efectuatd pe amestecul MF "final" a relevat o concentratie reziduala de zinc de 19,6 mg/kg in amestecul
de reactie, cu o reducere de 98% a confinutului initial de pulbere metalicd de zinc introdusd, care a fost
egal cu 1000 mg/kg de amestec de reactie.

Figura 3 aratd tratamentul de rafinare in care amestecul de iesire MI de la supapa 10 a reactorului
2 este introdus, prin intermediul unei tevi 19, intr-un amestecitor 20 in care este addugat pamant de
diatomee. Prin conductele 21 si 21a, amestecul MI este introdus in recipientul 22 prin intermediul pompei
26 pozitionatd pe conducta 21, pentru a fi supus unei serii de etape in interiorul filtrului de presare 23 prin
intermediul conductei 24 si pompei 25, pentru a se obtine amestecul filtrat Mf, in care catalizatorul a fost
indepdrtat sau a fost foarte mult redusi cantitatea. Amestecul filtrat Mf de iesire din presa de filtrare 23
este introdus in recipientul 27 prin intermediul elementului de supapd 27a. Recipientul 27 este previzut
cu un mijloc de incilzire 28, un mijloc de agitare 29 si un mijloc de suflare a vaporilor de apa 30.
Deodorizarea si eliminarea reactivilor din amestecul Mf este desfisuratd, de exemplu, la 180 °C si la o
presiune de 10 mbar. Un condensator 32 este plasat pe partea de iesire a recipientului 27; este conectat,
prin conducta 31, 1a un dispozitiv pentru crearea unui vid (care nu este ardtat in figurd). La sfarsitul
rafindrii, se obtine amestecul MF rafinat final care cuprinde sau, in mod alternativ, constd din miristat de
cetil si/sau oleat de cetil si catalizator in cantitdti minime.

Amestecul MF final rafinat obfinut asa cum este descris mai sus, are un ulei vegetal addugat la
el, cum ar fi un ulei de mésline rafinat, intr-un raport in greutate 3:1, pentru a se obtine compozitia din
prezenta inventie; opfional, compozitia mentionatd poate cuprinde suplimentar aditivi si excipienti
farmaceutici sau din clasa celor alimentari. Uleiul de masline rafinat este adaugat la amestecul MF final
rafinat, este ricit la 100 °C inainte ca acesta si se solidifice.

Intr-o varianti de realizare preferati, compozitia mentionati din prezenta inventie cuprinde
amestecul de acizi grasi cetilati si un amestec de acizi grasi de origine vegetald cu un confinut crescut de
acid oleic din ulei de masline, ulei de palmier si ulei de floarea-soarelui (HOSO) etc.; amestecul de acizi
grasi cetilati menfionat (obfinut asa cum este descris mai sus) si amestecul de acizi grasi de origine
vegetald mentionat fiind adiugate, preferabil, intr-un raport in greutate de 5:1, 4:1, 3:1 sau 2:1, in mod
avantajos, intr-un raport in greutate de 3:1.
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Compozitia din prezenta inventie poate cuprinde suplimentar un amestec de tocoferoli si lecitind.
Amestecul de tocoferoli poate fi prezent intr-o cantitate in greutate in intervalul de la 1% pani la 5%,
preferabil, de la 2% pana la 3%, in raport cu greutatea totald a compozitiei. Lecitina poate fi prezenta intr-
o cantitate in greutate in intervalul de 1a 1 pani la 10%, preferabil, intr-o cantitate de la 1% pani la 5%, in
raport cu greutatea totald a compozitiei.

Intr-o varianti de realizare preferati in mod deosebit, compozitia din prezenta inventie cuprinde
5% 1in greutate de lecitind, 20% in greutate de ulei de masline rafinat, 74% in greutate de acizi grasi
cetilati si 1% in greutate de un amestec de tocofenoli, in raport cu greutatea totald a compozitiei.

Solicitantul a descoperit in mod surprinzitor cd compozitia din prezenta inventie este deosebit de
utild in tratamentul si prevenirea (i) artritei reumatoide de origine inflamatorie si neinflamatorie, in
special, a osteoartritei; (ii) altor afectiuni inflamatorii ale articulatiilor; (iii) psoriazisului, lupusului, bolii
parodontale sau bolii cardiovasculare sau cardiace; (iv) tuturor patologiilor osteoarticulare posttraumatice,
incluzand leziuni provocate prin sport; (v) tuturor patologiilor articulare degenerative (artroza, gonartroza,
coxartrozd etc.) si (vi) afectiunilor inflamatorii-traumatice ale tendonului si musculare. Mai mult, este
avut in vedere ca compozitia din prezenta inventie sa fie utilizatd si pentru tratamentul si/sau prevenirea
patologiilor si tulburdrilor mentionate mai sus (i) - (vi) in asociere cu o terapie de reabilitare.

Comporzitia din prezenta inventie, spre deosebire de tratamentele cunoscute, nu are efecte
secundare, cum ar fi disfunctii renale sau cardiace.

Artrita sau alte afectiuni inflamatorii ale articulatiilor includ, dar nu sunt limitate la, osteoartritd,
spondilitd anchilozantd, artritd cervicald, fibromialgie, osteonecroza, boala Paget, bursitd, psoriazis, guti,
sindromul tunelului carpian, artritd reumatoida juvenild, artritd lombosacrald, artritd psoriatica si artrita
reumatoida.

Compozitia care cuprinde amestecul mentionat este formulata intr-o formd farmaceutica pentru
utilizare pe cale orald (alimente noi, supliment sau dispozitiv medical), adici sub forma de pilule, pastile,
capsule, tablete, granule, pulbere dispersabild, sirop, solutie, solutie pulverizabild; pentru utilizare topici
(compozitie pentru un dispozitiv medical), adica sub forma de cremd, unguent, alifie, gel sau spray pentru
a fi utilizate ca atare pentru aplicare pe piele, sau, altfel, pentru utilizare transdermici sub formd de
plasture.

Termenul "plasture” indicd un mediu textil sau sintetic care este capabil sd elibereze cremd in
zona pielii in care este aplicatd. Atunci cind se administreaza local, cantitatea de compozitie administratd
este in intervalul de la 1 pand la 15 mg/kg de greutate corporald pe zi. Mai preferabil, cantitatea de
compozitie administratd este in intervalul de la 3 pana la 10 mg/kg de greutate corporald pe zi. Mai
preferabil, cantitatea de compozitiec administratd este in intervalul de la 5 pand la 8 mg/kg de greutate
corporald pe zi.

Comporzitia din prezenta inventie poate contine in plus alte ingrediente active si/sau aditivi
acceptabili farmaceutic, cum ar fi arome, stabilizatori si antioxidanti.

Metoda de analiza

Reactia pentru sintetizarea acizilor grasi cetilati, efectuati cu metoda II, aparatul II (Figura 2), a
fost desfasuratd prin intermediul sistemului GC-FID (cromatografie de gaze cu detector cu ionizare in
flacird) care constau din:
- Injector rece pe coloana;
- Coloani capilard de tip SE-54 (DB-5, HP-5 etc.), lungime 15 metri, diametru interior 0,32 mm,
grosimea peliculei de 0,1 microni;
- Detector cu ionizare in flacird (FID), reglat la o temperaturd de 370 °C;
- Gaz purtitor: heliu 1 ml/min (modul de debit constant);
- Programul temperaturii cuptorului: pornire 50 °C (1 min) — - 180 °C (15 °C / min) — - 230 °C (7 °C/
min) — 360 °C (10 °C / min) cu izotermie finald timp de 15 minute.

O proba reprezentativa luata intr-o cantitate de 5 mg a fost tratatd preliminar cu diazometan intr-
o solutie de eter pentru derivarea grupdrilor libere -COOH, apoi a fost diluatd cu heptan (8 ml) si a fost
injectata.

Figura 4 (Exemplu de analizi GC-FID pentru sinteza miristatului de cetil) aratd un grafic tipic de
GC obtinut in cazul sintezei miristatului de cetil ca in Exemplul 1. Atunci cind acidul oleic este utilizat ca
materie primd impreund cu acidul miristic (Exemplele 2 si 4), cromatograma obtinuti este cea din Figura
5 (Exemplu de analizd GC-FID pentru sinteza miristatului / oleatului de cetil).

Timpii de retenfie (RT) in minute sunt:
- 8,025 pentru acid miristic;
- 9,044 pentru alcool cetilic;
- 10,550 pentru acid oleic + alti C18;
- 21,167 pentru miristat de cetil;
- 22,416 pentru palmitat de cetil;
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- 23,608 pentru oleat de cetil + alfi cetili de C18.

Prezenta palmitatului de cetil este justificatd de compozitia amestecului de acid oleic utilizat.
Exemple de variante de realizate fird solvent intr-un reactor echipat cu un condensator vertical incilzit la
80 °C si cu un condensator orizontal la 20 °C (metoda II si aparatul II):

Exemplul 1

Acid miristic (greutate moleculara 228), 50,0 g (0,219 moli). Alcool cetilic (greutate moleculard
242), 53,0 g (0,219 moli). Catalizator: pulbere metalici de zinc (Zn), 0,1% (0,1 g). Temperatura 180 °C.
La sfarsitul reactiei, proba a fost filtrati.

Tabelul 1.
e et o e
R G 600
2 80,5 1500
3 87,9 300
5 | | 95,7 1200
e g ———
Exemplul 2

Acid miristic (greutate moleculard 228), 65,0 g (0,285 moli). Acid oleic 80% (greutate
moleculard 274), 35,0 g (0,128 moli) [aciditate 204,7 NS 200,5 mg KOH/g]. Moli totali de acid: 0,413.
Alcool cetilic (greutate moleculara 242), 100,0 g (0,413 moli). Catalizator: pulbere de Zn, 0,1% (0,2 g).
Temperatura 180 °C. La sfarsitul reactiei, proba a fost filtratd. Nu a aparut nicio ocluzie a condensatorului
in fazele initiale ale reactiei.

Tabelul 2.
ETimp de reactie, ore % de acid % de alcool % de ceara EPresiune reziduald, mbar
R T T Fra —
s e
3 6,6 7,2 86,2 300
5 42 4,9 190,9 200
7 2.4 2,5 95,1 5

Exemplul 3

Alcool cetilic (greutate moleculard 242), 100,0 g (0,413 moli). Acid oleic 80% (greutate
moleculard 274), 112,0 g (0,409 moli). Catalizator: pulbere de Zn, 0,1% (0,2 g). Temperatura 180 °C. La
sfarsitul reactiei, proba a fost filtratd. Nu a apirut nicio ocluzie a condensatorului in fazele initiale ale
reactiei.

Tabelul 3.
Timp de reactie, ore % deacid % dealcool % de ceard  Presiune reziduald, mbar

1

2
3
7

Exemplul 4

Acid miristic (greutate moleculard 228), 160,0 g (0,701 moli). Acid oleic 80% (greutate
moleculard 274), 88,0 g (0,321 moli) [aciditate 204,7 NS 200,5 mg KOH/g]. Moli totali de acid: 1,022.
Alcool cetilic (greutate moleculara 242), 250,0 g (1,033 moli). Catalizator: pulbere de Zn, 0,1% (0,2 g).
Temperatura 180 °C. Flux slab de azot in reactor. La sfarsitul reactiei, proba a fost filtratd. Nu a aparut
nicio ocluzie a condensatorului in fazele initiale ale reactiei.
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Tabelul 4.

i Timp de reactie, ore

1% de acid % de alcoo

15,6 12,6

Determinarea punctului de topire al compozitiilor obtinute conform NGD C27-1976

Avand in vedere caracteristicile substantelor grase, punctul de topire este bine definit prin
misurarea punctelor de alunecare si de transparentd. Aceste temperaturi corespund celor la care fractiunea
de o substantd in contact cu peretii tubului capilar incepe s se topeasca (punctul de alunecare) si apoi sa
alunece si sd curgd in sine in interiorul tubului capilar (punctul de transparentd). Pentru a le mdsura,
substanta in cauzd este plasatd intr-un tub special in forma de U de dimensiuni bine stabilite (pentru
aspiratia termicd a probei topite 1a o temperaturd de 10 °C peste punctul de topire) si este ldsati si se
solidifice timp de cel putin 16 ore, si apoi baia de apa in care este scufundati este incilzitd foarte lent. Un
amestec format din miristat de cetil (75% in greutate) din Exemplul 1 si ulei de mdsline rafinat (25% in
greutate) are: un punct de alunecare de 44,9 °C si un punct de transparenta de 47,1 °C. Un amestec format
din miristat de cetil si oleat de cetil (75% in greutate) din Exemplul 2 si ulei de masline rafinat (25% in
greutate) are un punct de alunecare de 44,4 °C si un punct de transparentd de 45,1 °C. Un amestec format
din miristat de cetil si oleat de cetil (75% in greutate) din Exemplul 4 si ulei de misline rafinat (25% in
greutate) are un punct de alunecare de 44,2 ° C si un punct de transparentd de 45,2 °C.

Proiectare experimentali

Studiu al eficacitdtii in vitro - evaluarea in vifro a activitdtii antiinflamatorii a unei probe de un
amestec de acizi grasi cetilati obtinutd cu metoda I din prezenta inventie pe o culturd celulard. Scopul
prezentului studiu a fost de a evalua, intr-un sistem in vifro, capacitatea probei menfionate de a modula
mecanismele inflamatorii induse in culturile de celule sinoviale umane (sinoviocite asemdanditoare
fibroblastelor) (ATCC-HTB-93). Studiul activititii antiinflamatorii a fost realizat printr-un test, utilizAnd
metoda ELISA, pentru mai mulfi markeri de inflamatie, mai precis, trei citokine pro-inflamatorii:
TNFalfa, IL1alfa si IL6.

Prepararea probelor si metoda de expunere

Inainte de a fi testatd pentru eficients, proba a fost incilzitd la 50 °C intr-o baie cu temperaturi
controlatd mentinuta sub agitare pentru a se obtine o solutie omogend. Apoi, proba a fost emulsionatd cu
ulei de porumb (37 °C) si a fost adiugat 1a aceasta un mediu de culturd dupd cum urmeaza: 0,1 g au fost
emulsionate cu 100 pl de ulei de porumb, au fost aduse 1a un volum de 1 ml cu mediu de culturd (37 °C).
Apoi au fost ficute dilutii succesive in mediul de culturd. Proba a fost supusi unui test preliminar de
citotoxicitate in scopul selectdrii concentratiilor celor mai potrivite pentru testul final. In acest scop, au
fost testate concentratii care variazd de la 10,00% pand la 0,08% (dilutii in serie 1:2). Pe baza unei
evaludri a rezultatelor testului, a fost selectat 1,00% de probd pentru efectuarea studiului activititii
antiinflamatorii. In scopul efectuirii testului, culturile de celule sinoviale umane (sinoviocite
aseminatoare fibroblastelor) (ATCC-HTB-93) au fost tratate timp de 24 de ore cu LPS (lipopolizaharida
din Escherichia coli, 1 pg/ml), un agent iritant cunoscut de naturd bacteriani, pentru a induce stres
inflamator acut, si au fost tratate simultan cu probele de testare la concentrafia de 1% selectatd pe baza
testului preliminar de citotoxicitate. La sfarsitul perioadei experimentale monitorizate, nivelurile de
citokine de interes au fost masurate in mediul de culturd printr-un test ELISA. Rezultatele au fost
comparate cu culturile de control negative (netratate, CTR-) si cu culturile de control pozitive (tratate
numai cu LPS, CTR+). Rezumind, protocolul experimental a furnizat o testare a trei markeri
proinflamatori (TNFalfa, IL1alfa si IL6) in:
- culturi celulare netratate (control negativ, CTR-);
- culturi celulare in care a fost indus experimental un eveniment de inflamatie acutd (control pozitiv,
CTR+);
- culturi celulare in care a fost indus experimental un eveniment de inflamatie acuta si care au fost tratate
simultan cu probele de testare la 1,00%.
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Testarea markerilor de inflamatie (TNFalfa, IL1alfa si IL6)

Mediile de culturd ale controalelor si ale celulelor tratate cu probele de testare au fost utilizate
pentru a testa citokinele pro-inflamatorii TNFalfa, IL1alfa si IL6 utilizind metoda ELISA. In acest scop,
au fost folosite kituri disponibile comercial care exploateazi legarea competitiva a unui antigen (in acest
caz citokina de interes) cu anticorpul sdu principal. Complexul imun (antigen-anticorp) este la randul siu
recunoscut de citre un anticorp secundar conjugat cu o peroxidaza. Adidugarea substratului de peroxidaza
produce o reactie colorimetricd cu o intensitate proportionald cu cantitatea de complexe imune prezente
si, astfel, cu cantitatea de citokine legate. Determinarea cantitativd se bazeazd pe o curba de calibrare
construitd cu concentratii standard cunoscute de citokine pe o scard crescitoare.

Rezultate si grafice

Tabelele care urmeaz3 aratd rezultatele obtinute in prezentul studiu. Rezultatele sunt raportate ca
cantitatea de citokine eliberate in mediul de culturd in timpul perioadei experimentale (valoare medic +
SD) si ca o variatie medie %, in comparatie cu controalele.

Activitate antiinflamatorie - Testul TNFalfa

Tabelul 5: Testarea TNFalfa in culturile celulare CTR-, CTR+ si tratate cu o proba de un amestec de acizi
grasi cetilati obtinutd cu metoda I (proba R8P). Rezultatele sunt exprimate ca continut mediu + SD
(exprimat in ng/l) si ca variatie medie %, In comparatie cu controalele.

Tabelul 5.

\TNFalfang/l % de variatie fagd de CTR- % de variatie fata de CTR+

‘RSP 1,00% 156,7+64  |+7.5% £-15,6%

Activitate antiinflamatorie - Testul IL1alfa

Tabelul 6: Testarea IL1alfa in culturile celulare CTR-, CTR+ si tratate cu proba R8P. Rezultatele sunt

exprimate ca continut mediu + SD (exprimat in ng/l) si ca variatie medie %, In comparatiec cu controalele.
Tabelul 6.

ILlalfang/l % de variatic fati de CTR- % de variatic fati de CTR+

\CTR- 115686 - :
CTR+ 1441559 4247%
‘R8P 1,00% 110,183 i-4,7% | 23,6%

Activitate antiinflamatorie - Testul IL6

Tabelul 7: Testarea IL6 in culturile celulare CTR-, CTR + si tratate cu proba R8P. Rezultatele sunt

exprimate ca continut mediu + SD (exprimat in ng/l) si ca variatic medie %, in comparatie cu controalele.
Tabelul 7.

; ;IL6 ng/l % de variatie fatd de CTR- % de variatie fatd de CTR+
.CTR- 1895491 -

{CTR+ 1105,6+59  +18,1%

E'iié'ﬁni','b'(')'%mm%ﬁ'ﬂ,‘% ............ T
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(57) Revendicari;

1. Un procedeu de preparare a unui amestec de acizi grasi cetilati (MI), care cuprinde etapele:

- punerea in contact, intr-un recipient (3) al unui reactor (2), a cel putin unui acid gras selectat din
grupul care cuprinde sau, in mod alternativ, constd din acid miristic, acid oleic sau amestecuri ale
acestora, cu un alcool cetilic si un catalizator metalic, in absenta unui solvent, astfel incat sd se obtind un
amestec de reactie (15);

- incdlzirea amestecului de reactie (15) mentionat la o temperaturd de reactie in intervalul de la 150
°C péana la 200 °C si la o presiune de reactie de 101,325 Pa (1 atmosferd), astfel incét si dea nastere unei
reactii de esterificare cu formarea initiala de esteri ai acizilor grasi cetilati si apa de esterificare;

- permiterea amestecului de reactie (15) mentionat si reactioneze pentru un timp de reactie in
intervalul de 1a 1 ord pana la 8 ore, pand la finalizarea reactiei de esterificare mentionate, astfel incét sa se
obtind formarea completd a unui amestec de acizi grasi cetilati (MI) si eliminarea completd a apei de
esterificare menfionate, aceasta din urma realizindu-se prin introducerea unui flux de gaz inert in
recipientul (3) reactorului (2) mentionat pe tot parcursul timpului de reactie.

2. Procedeul conform revendicdrii 1, in care catalizatorul metalic mentionat este un catalizator
pulbere metalicd, preferabil, catalizator pulbere metalicd de zinc.

3. Procedeul conform revendicdrii 1 sau 2, in care climinareca completd a apei de esterificare
mentionatd este realizatd prin menfinerea constantd a presiunii de reactie la 101,325 Pa (1 atm) si
introducerea fluxului de gaz inert mentionat, prin intermediul unui mijloc de suflare (7), in portiunea de
volum de deasupra amestecului de reactie (15), permitind astfel extragerea apei de esterificare afard din
recipient (3).

4. Procedeul conform revendicarii 3, in care apa de esterificare extrasi din recipientul (3) in timpul
reactiei de esterificare la o presiune de reactie constantd este condensatd intr-un condensator orizontal
(11) si este colectatd intr-un recipient (13); preferabil, condensatorul (11) mentionat este mentinut la o
temperaturd din intervalul cuprins intre 10 °C pana la 40°C si este conectat la recipientul (3) mentionat, in
portiunea superioara (3a) a acestuia, prin intermediul conductei (12).

5. Procedeul conform revendicdrii 1 sau 2, in care eliminarea completd a apei de esterificare
mentionatd este realizatd prin utilizarea unui program de vid care aplici o reducere a presiunii de reactie
intr-un mod neliniar, si introducerea fluxului de gaz inert mentionat, prin intermediul mijloacelor de
suflare (7), in amestecul de reactie (15), permitind astfel extragerea apei de esterificare afara din recipient

(3).

6. Procedeul conform revendicarii 5, in care programul de vid aplica, preferabil, o reducere a
presiunii de reactie la 60.000 Pa (600 mbar) dupa prima ora de reactie intr-un mod neliniar, preferabil
ajungand la 500 Pa (5 mbar) dupa un timp de reactie de sapte ore.

7. Procedeul conform revendicirii 6, in care apa de esterificare extrasa din recipient (3) in timpul
reactiei de esterificare cu programul de vid este condensatd intr-un condensator orizontal (11) si este
colectatd Intr-un recipient (13) dupa ce a trecut prin un condensator vertical (16).
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8. Procedeul conform revendicdrii 7, in care condensatorul (11) mentionat estc menfinut la o
temperaturd, preferabil, din intervalul de la 10 °C pand la 40 °C si este conectat la recipientul (3)
mentionat prin intermediul condensatorului vertical (16), care este mentinut la o temperaturd, preferabil,
din intervalul de l1a 70 °C pani la 90 °C.

9. Procedeul conform oricdreia dintre revendicdrile 1-8, in care amestecul de acizi grasi cetilati
(MI) mentionat este supus unui tratament de rafinare ulterior, care cuprinde filtrarea pimantului de
diatomee intr-o presa de filtrare (23), astfel incét si se obtind un amestec filtrat Mf in care catalizatorul
metalic prezent in acesta a fost indepartat sau i-a fost foarte mult redusa cantitatea.

10. Procedeul conform revendicdrii 9, in care amestecul filtrat Mf este tratat intr-un reactor (27), la
o temperaturd din intervalul de la 150 °C pana la 200 °C si la o presiune din intervalul de la 500 Pa pana
la 1500 Pa (5 mbar pani la 15 mbar), in prezenta vaporilor de apa pentru o perioada de timp din intervalul
de la 1 ord pand la 5 ore, astfel incat sd se obfind un amestec final rafinat (MF) pe bazi de acizi grasi
cetilati.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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