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DESCRIPCION
Proceso de preparacion y purificacion de acidos grasos
Antecedentes de la invencion

La invencion se refiere a la preparacion y purificacion de acidos grasos. Los &cidos grasos son acidos
monocarboxilicos alifaticos que cominmente se derivan de fuentes animales y vegetales. Ademas de ser una fuente
de energia, los acidos grasos desempefian muchas otras funciones clave en el organismo. Pueden ayudar a regular
los niveles saludables de lipidos, y participan en las respuestas inflamatorias. También son importantes en la sangre,
ya que regulan la coagulacion y la presion arterial.

El organismo puede sintetizar una serie de acidos grasos in vivo. Sin embargo, algunos, designados "acidos grasos
esenciales”, no. Los acidos grasos esenciales incluyen los acidos grasos poliinsaturados de cadena corta (AGPICC)
acido linoleico y acido a-linolénico, asi como acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (AGPICL), que pueden
prepararse a partir de estos AGPICC. Estas dos categorias se dividen, en general, en dos categorias adicionales,
los acidos grasos w-3 (u "Omega 3") y los acidos grasos w-6 (u "Omega 6"). Los AGPICL representativos incluyen
los acidos grasos w-3 acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA) y los acidos grasos w-6
acido gamma-linolénico (GLA), acido dihomo-gamma-linolénico (DGLA) y acido araquidénico (AA).

Como los &cidos grasos esenciales no pueden ser sintetizados por el organismo in vivo, deben proporcionarse por la
dieta. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar y mejorar procesos y técnicas para aislar y purificar estos
acidos grasos esenciales. También es necesario desarrollar y mejorar procesos de conversion de los acidos grasos
esenciales en otros acidos grasos, a fin de proporcionar una amplia seleccién de compuestos y complementos
necesarios para cubrir las necesidades de las personas. Ademas, se necesita una serie de productos de AGPI en
forma purificada, ya que son farmacéuticamente activos.

Se han descubierto ahora nuevos procesos de purificacién de acidos grasos que pueden conducir a la produccién
simplificada y/o al aumento de pureza y/o a un aumento a escala mas facil del proceso. Los nuevos procesos de
purificacién se pueden usar en el aislamiento de un acido graso preparado o pueden incorporarse a un proceso mas
largo para la preparaciéon de dicho acido graso. Estos procesos ayudan a eliminar las impurezas no acidas de los
acidos grasos.

Meyer et al. (Monatshefte fir Chemie, 1913, 34, 1113-1142) describen los intentos de dilucidar la estructura del
acido graso saturado acido lignocérico. EI documento WO 2005/095565 describe un método para la recuperacion de
acidos grasos que comprenden una sal del acido graso, comprendiendo dicho método las etapas de: (a) hacer
reaccionar la sal del acido graso con CO; y un reactivo diferente del hidroxido y seleccionado de un grupo de
compuestos que portan al menos uno de los restos O-H, N-H, S-H, C-OC y C-O-N, para formar una mezcla de
reaccion que comprende al menos uno de un carbonato y un bicarbonato y un producto seleccionado de acidos
grasos y derivados de los mismos; y (b) separar el producto de la mezcla de reaccion. El documento GB 942.452
describe acidos grasos insaturados que comprenden un resto alquino y sus sales, y un proceso sintético particular
para su preparaciéon. El documento US 2.228.925 describe un proceso de recuperacion de acidos grasos de sus
sales alcalinas mientras se separan simultdneamente las sales alcalinas sélidas de los acidos minerales mediante la
acidificacion de dichas sales con &cidos minerales. El documento US 5.252.333 describe composiciones
farmacéuticas y desinfectantes que contienen sales de litio de acidos grasos poliinsaturados Cis-22. Bleyberg y Ulrich
(Chemische Berichte, 1931, 64(9), 2504-2513) describen sintesis de acidos grasos de alto peso molecular y sus
anhidridos. Schwab et al. (J Am Chem Soc, 1986, 108(17), 5304-5308) describe un estudio de las consecuencias
estereoquimicas de la reaccién de hidratacién/deshidratacion catalizada por la B-hidroxidecanoil-tioéster deshidrasa.

Sumario de lainvencién

La invencion proporciona un proceso de purificacion de un acido graso que tiene de 1 a 6 centros de insaturaciéon no
conjugada, proceso que comprende:

(a) hacer reaccionar una mezcla de un solo acido graso e impurezas no acidas con una sal de litio en una
primera solucion y en condiciones para permitir la formacién de un precipitado de una sal de litio del &cido graso,
en el que la temperatura de la reaccion esta entre -30 y 30 °C, y en el que el &cido graso tiene de 1 a 6 centros
de insaturacion no conjugada;

(b) aislar el precipitado;

(c) disolver el precipitado en una segunda solucidén que es capaz de generar dos capas inmiscibles tras la
disolucién del precipitado, siendo las dos capas inmiscibles una capa organica y una capa acida acuosa, en el
gue la capa acida acuosa es una solucion acuosa de un acido mineral fuerte;

(d) separar las dos capas inmiscibles formadas tras la disolucién del precipitado; y

(e) evaporar la capa organica para aislar el acido graso purificado.
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También se proporciona un proceso de preparacion de un acido graso que tiene de 1 a 6 centros de insaturacion no
conjugada, proceso que comprende:

(a) descarboxilar un derivado de acido malénico de férmula R-CH2,CH(CO2H)2, en la que R es un resto de acido
graso que contiene de 1 a 6 centros de insaturacion no conjugada, formandose un &cido graso de férmula
RCH>CH,CO2H;

(b) someter el acido graso asi preparado a un proceso de purificacion de un acido graso como se ha descrito
anteriormente.

También se proporciona un proceso de prolongacién de la longitud de un acido graso que tiene de 1 a 6 centros de
insaturacion no conjugada, proceso que comprende:

(a) reducir un &cido graso de formula R-CO2H o un éster de acido graso de férmula R-CO,R", en la que R es un
resto de acido graso que contiene de 1 a 6 centros de insaturacién no conjugada, y R'es un grupo alquilo Cy.6, a
un alcohol de férmula R-CH,OH;

(b) sulfonar el alcohol para formar un sulfonato de formula R-CH,0SO0;R? en la que R? es un grupo alquilo C16
o0 arilo Ce.10;

(c) hacer reaccionar el sulfonato con un derivado de éster de malonato e hidrolizar el producto resultante para
formar un derivado de acido malénico de formula R-CH,CH(CO2H);

(d) descarboxilar el derivado de acido maldnico para formar un acido graso de formula R-CH,CH2CO2H; y

(e) someter el acido graso preparado de este modo a un proceso de purificacion de un acido graso como se ha
descrito anteriormente;

Descripcion detallada de la invencién

Como se usa en el presente documento, un grupo alquilo C1.6 €s un grupo alquilo lineal o ramificado que contiene de
1 a 6 atomos de carbono, por ejemplo, un grupo alquilo C1.4 que contiene de 1 a 4 atomos de carbono. Los ejemplos
de grupos alquilo C1.4 incluyen metilo, etilo, n-propilo, i-propilo, n-butilo, i-butilo y t-butilo. Para evitar dudas, cuando
hay dos restos alquilo presentes, pueden ser iguales o diferentes.

Como se usa en el presente documento, un grupo alquenilo C,-C4 es un grupo alquenilo lineal o ramificado que
tiene al menos un doble enlace de configuracion cis o trans cuando corresponda y que contiene de 2 a 4 atomos de
carbono, por ejemplo -CH=CH; o -CH2-CH=CH3;, -CH2-CH>-CH=CH;, -CH>-CH=CH-CH3, -CH=C(CH3)-CH3 vy -
CH2-C(CH3)=CH;, preferentemente un grupo alquenilo C, que tiene 2 atomos de carbono. Para evitar dudas,
cuando hay dos grupos alquenilo presentes en un compuesto de la presente invencion, pueden ser iguales o
diferentes.

Como se usa en el presente documento, un &tomo de halégeno normalmente es cloro, flior, bromo o yodo.

Como se usa en el presente documento, un grupo alcoxi C1-C4 0 grupo alqueniloxi C,-C4 normalmente es un dicho
grupo alquilo C1-C4 0 un dicho grupo alquenilo C»-C4, respectivamente, que esta unido a un atomo de oxigeno.

Un grupo haloalquilo, haloalquenilo, haloalcoxi o haloalqueniloxi normalmente es un grupo dicho alquilo, alquenilo,
alcoxi o alqueniloxi respectivamente que esta sustituido con uno o mas de dichos atomos de halégeno. Por lo
general, se sustituye con 1, 2 o 3 dichos atomos de haldgeno. Los grupos haloalquilo y haloalcoxi preferidos incluyen
grupos perhaloalquilo y perhaloalcoxi, tales como -CX3 y -OCX3, en los que X es dicho atomo de halégeno, por
ejemplo, cloro y fltor.

Como se usa en el presente documento, un grupo alquiltio C1-C4 0 alqueniltio C»-C4 normalmente es un dicho
grupo alquilo C1-C4 o un grupo alquenilo C,-C4, respectivamente, que esta unido a un atomo de azufre, por ejemplo
-S-CHs.

Como se usa en el presente documento, un grupo hidroxialquilo C1-C4 es un grupo alquilo C1-C4 sustituido con uno
0 mas grupos hidroxi. Por lo general, esta sustituido con uno, dos o tres grupos hidroxi. Preferentemente, esta
sustituido con un solo grupo hidroxi.

Como se usa en el presente documento, un grupo arilo Ce-10 €s un grupo fenilo o un grupo naftilo. Para evitar
dudas, cuando hay dos grupos arilo presentes, pueden ser iguales o diferentes.

A menos que se especifique lo contrario, los grupos arilo Ce.10 pueden estar sin sustituir o sustituidos con 1, 2,3 0 4
sustituyentes que son iguales o diferentes y que se seleccionan entre atomos de halégeno y alquilo Ci.4, alquenilo
Cy.4, alcoxi C1.4, alqueniloxi C,.4, haloalquilo C1.4, haloalquenilo C».4, haloalcoxi C1.4, haloalqueniloxi C»-4, hidroxilo,
mercapto, ciano, nitro, hidroxialquilo C1.4, hidroxialquenilo C,.4, alquiltio C1.4, alqueniltio C.4 y grupos -NR'R", en los
qgue cada R'y R" es igual o diferente y representa hidrégeno o alquilo C1.4. Cuando un sustituyente en un grupo arilo
se selecciona entre fenilo, carbociclilo, heterociclilo, heteroarilo, -COR”, -SO,R”", -CONH2, -SO,NH2, -CONHR”, -
SO,NHR”, -CONR"R® y -SO,NR’R®, preferentemente solo estd presente uno de dichos sustituyentes.
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Preferentemente, los grupos arilo Cs.10 No estan sustituidos o estan sustituidos con 1 o 2, preferentemente 1,
sustituyente no sustituido. Los sustituyentes preferidos incluyen alquilo Ci.4, alcoxi Ci.4, alquiltio C1.4 y grupos
hidroxilo. Los sustituyentes mas preferidos incluyen atomos de halégeno y alquilo Ci.4, alcoxi C12 y grupos hidroxi.
Lo mas preferentemente, los grupos arilo no estan sustituidos.

Como se usa en el presente documento, un grupo carbociclico Cs.; es un anillo de hidrocarburo saturado o
insaturado no aromatico que tiene de 3 a 7 atomos de carbono. Preferentemente, es un anillo de hidrocarburo
saturado o monoinsaturado (es decir, un resto cicloalquilo o un resto cicloalquenilo) que tiene de 3 a 7 atomos de
carbono, mas preferentemente que tiene de 3 a 6 &tomos de carbono. Los ejemplos incluyen ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo y ciclohexilo, y sus variantes monoinsaturadas, mas particularmente ciclopentilo y ciclohexilo. Un grupo o
resto carbociclilo Cs.7 también incluye los grupos o restos carbociclilo Cs.7 descritos anteriormente, pero en los que
uno o mas atomos de carbono del anillo estan reemplazados por un grupo -C(O)-. Preferentemente, los grupos
carbociclicos no tienen ningin atomo de carbono del anillo reemplazado por un grupo -C(O)-.

Como se usa en el presente documento, un grupo heterociclilo de 5 0 6 miembros es un anillo carbociclico Cs.s no
aromatico, saturado o insaturado, en el que uno o mas, por ejemplo, 1, 2, 3 0 4, de los atomos de carbono se
reemplazan por un resto seleccionado de N, O, S, S(O) y S(O)2, y en el que uno o mas de los atomos de carbono
restantes se reemplaza opcionalmente por un grupo -C(O)- o -C(S)-. Cuando uno o mas de los atomos de carbono
restantes se reemplaza por un grupo -C(O)- o -C(S)-, preferentemente solo se reemplazan uno o dos (mas
preferentemente, dos) de dichos atomos de carbono. Los grupos heterociclilo adecuados incluyen pirrolidinilo,
pirrolinilo, pirrolilo, tetrahidrofuranilo, dihidrofuranilo, furanilo, tetrahidrotiofenilo, dihidrotiofenilo, tiofenilo,
imidazolidinilo, pirazolidinilo, imidazolilo, imidazolinilo, pirazolilo, pirazolinilo, oxazolidinilo, isoxazolidinilo, oxazolilo,
oxazolinilo, isoxazolilo, isoxazolinilo, tiazolidinilo, isotiazolidinilo, tiazolilo, tiazolinilo, isotiazolilo, isotiazolinilo,
dioxolanilo, oxatiolanilo, ditiolanilo y tiofenilo.

Como se usa en el presente documento, el término "sal" incluye sales de adicién de base, de adicién de acido y
cuaternarias. Las sales ilustrativas incluyen aquellas formadas con bases tales como hidroxidos de metales
alcalinos, por ejemplo, hidroxidos de litio, sodio y potasio; hidroxidos de metales alcalinotérreos, por ejemplo,
hidréxidos de calcio, bario y magnesio; con bases organicas, por ejemplo, N-metil-D-glucamina,
tris(hidroximetil)amino-metano de colina, L-arginina, L-lisina, N-etilpiperidina, dibencilamina y similares.

A menos que se defina lo contrario, como se usa en el presente documento, la expresion "acido graso" representa
un acido monocarboxilico alifatico Ca.26, mas preferentemente un acido monocarboxilico alifatico Cig-24, mas
preferentemente un acido monocarboxilico alifatico C14-24. Los acidos grasos que son los productos de los procesos
mencionados en el presente documento contienen preferentemente de 16 a 24 atomos de carbono. Los acidos
grasos se derivan de o estan contenidos en muchas fuentes. Por ejemplo, pueden derivarse de o estar contenidos
en forma esterificada en, una grasa animal o vegetal, aceite o cera. También se pueden preparar a partir de otros
acidos grasos de cadena mas corta de acuerdo con uno de los procesos de la invencion.

Los acidos grasos usados en la invencién tienen cadenas de hidrocarburo que son lineales o ramificadas.
Preferentemente, las cadenas de hidrocarburo son lineales. Las cadenas de hidrocarburo también pueden contener,
dentro de la cadena, un carbociclilo C3.7 0 un anillo heterociclilo de 3 a 7 miembros. Preferentemente, sin embargo,
las cadenas de hidrocarburo no contienen anillos carbociclicos o heterociclilo. Las cadenas de hidrocarburo también
pueden contener, dentro de su estructura principal, uno o mas, preferentemente un, atomo de oxigeno.
Preferentemente, sin embargo, las cadenas de hidrocarburo no contienen atomos de oxigeno.

Como se usa en el presente documento, la expresion "éster de acido graso” representa un éster de un acido graso
descrito anteriormente. Preferentemente, el éster de acido graso es un éster alquilico, siendo el grupo alquilo un
grupo alquilo Ci.6. Los ésteres de acidos grasos preferidos incluyen, por tanto, ésteres de formula R-CO2R*, en la
que R es un resto de acido graso y R! es un grupo alquilo Ci6. Preferentemente, R' no esta sustituido.
Preferentemente, R es un grupo alquilo Ci.4, mas preferentemente un grupo metilo o etilo, lo mas preferentemente
un grupo etilo.

Como se usa en el presente documento, la expresion "resto de acido graso” se refiere a la cola de hidrocarbilo de un
acido graso como se ha descrito anteriormente. En concreto, el resto de acido graso corresponde a un acido graso
gue excluye el grupo de acido carboxilico terminal. Por consiguiente, un acido graso de formula R-CO2H contiene el
resto de acido graso R. En la siguiente descripcion, se describira el resto de acido graso con referencia al acido
graso del que se deriva. Para evitar dudas, los restos de acidos grasos también se puede derivar de un éster de
acido graso de formula R-COR' enla que R'es el grupo alquilo del éster.

Preferentemente, R es un resto de acido graso formado a partir de un acido graso que contiene de 14 a 22 atomos
de carbono, mas preferentemente de 16 a 22 atomos de carbono, lo mas preferentemente de 18 a 20 atomos de
carbono.

R es un resto de acido graso formado a partir de un acido graso que contiene de 1 a 6 centros de insaturacion no
conjugada. Los centros de insaturacidon no conjugada representan grupos olefinicos (-CH=CH-) y/o acetilénicos (-



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2703 280 T3

C=C-) que estan dispuestos de manera que sus electrones deslocalizados no estén en conjugacion con otro centro
de insaturacién. Preferentemente, el acido graso contiene 2, 3, 4, 5 o 6, mas preferentemente 2, 3, 4 0 5, mas
preferentemente 2, 3 o 4, mas preferentemente 3 o 4 centros de insaturacién no conjugada. Se prefiere que los
centros de insaturacion no conjugada sean grupos olefinicos. Como se apreciara, para una cadena de hidrocarbilo
de una longitud dada, puede haber multiples disposiciones de la insaturacidon no conjugada a lo largo de la cadena.
Por ejemplo, los acidos grasos designados como acidos grasos w-3 (u "Omega 3") contienen un doble enlace
carbono-carbono final en la posicion n-3, es decir, el tercer enlace del extremo metilo del acido graso es un doble
enlace carbono-carbono. Los acidos grasos designados como acidos grasos w-6 (u "Omega 6") contienen un doble
enlace carbono-carbono final en la posicién n-6, es decir, el sexto enlace del extremo metilo del acido graso es un
doble enlace carbono-carbono. Preferentemente, R es un resto de acido graso formado a partir de un acido graso w-
3 u w-6, también denominados restos de acidos grasos w-3 o restos de acidos grasos w-6.

Los grupos R mas preferidos son aquellos derivados de &cidos grasos w-3 u w-6 que tienen de 16 a 22 atomos de
carbono, mas preferentemente de 18 a 20 atomos de carbono, y que contienen de 2 a 5, mas preferentemente de 2
a 4, lo mas preferentemente 3 o 4, grupos olefinicos no conjugados. Los restos de acidos grasos ilustrativos incluyen
el resto de C17H29 del &cido gamma-linolénico, el resto de Ci9H29 del &cido eicosapentaenoico, el resto de Ci17H27
del acido esteariddnico, el resto de Ci7H31 del acido linoleico y el resto de Ci7H29 del acido alfa-linolénico. Los
restos de acidos grasos preferidos son el resto de Ci7H29 del acido gamma-linolénico, el resto de Cig9H29 del acido
eicosapentaenoico y el resto de Ci7H27 del acido estearidonico. Los restos de acidos grasos mas preferidos son el
resto de C17H29 del acido gamma-linolénico y el resto de CigH29 del acido eicosapentaenoico. Para evitar dudas, las
estructuras del acido gamma-linolénico, acido eicosapentaenoico y acido estearidénico son las siguientes:

)]
6 1

HO™ | 6 9 12

Acido gamma-linolénico

0

|9 2
\v/m”\\/ — W\\/r:;\/

HO™ 4 > 5 N@ 14 17 20

EPA

HO"

Acido estearidonico

Los acidos grasos que se purifican de acuerdo con el proceso de purificacién de la invencién son preferentemente
acidos grasos Cis-24. Se preparan preferentemente a través de un proceso de extension de cadena (por ejemplo, a
través de un proceso de extensién de cadena de malonato) de los acidos grasos de férmula R-CO2H, en la que R es
un resto de acido graso descrito anteriormente. Por consiguiente, los acidos grasos que se purifican de acuerdo con
la invencion son preferentemente de formula R-CH2-CH»-CO2H, y se generan mediante un proceso de extension de
la cadena de un acido graso de formula R-CO2H. El grupo R de los acidos grasos de formula R-CH2-CH2-CO2H es
preferentemente como se ha descrito anteriormente

Estos acidos grasos que se purifican de acuerdo con el proceso de purificacion de la invencién son preferentemente
acidos grasos w-3 u w-6 que tienen de 16 a 24 atomos de carbono, méas preferentemente de 20 a 22 atomos de
carbono, y que contienen 2, 3, 4, 5 o 6, mas preferentemente 2, 3, 4 0 5, mas preferentemente 2, 3 0 4, lo mas
preferentemente 3 o 4, grupos olefinicos no conjugados. Los acidos grasos ilustrativos incluyen los acidos grasos w-
6 acido dihomo-gamma-linolénico (DGLA) y acido eicosadienoico, y los acidos grasos w-3 acido docosapentaenoico
(DPA, a veces denominado DEPA), acido eicosatetraenoico (ETA) y acido eicosatrienoico. Un acido graso w-6
preferido es el &acido dihomo-gamma-linolénico (DGLA). Los &acidos grasos w-3 preferidos son el acido
docosapentaenoico (DPA) y el acido eicosatetraenoico (ETA), mas preferentemente el acido docosapentaenoico
(DPA). Para evitar dudas, las estructuras de DGLA (w-6) DPA (w-3) y ETA (w-3) son las siguientes, incluyéndose la
numeracion de los atomos de carbono con fines informativos:
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Como se ha descrito anteriormente, la invencion proporciona un proceso de purificaciéon de un acido graso que tiene
de 1 a 6 centros de insaturacién no conjugada, proceso que comprende:

(a) hacer reaccionar una mezcla de un solo acido graso e impurezas no acidas con una sal de litio en una
primera solucion y en condiciones para permitir la formacién de un precipitado de una sal de litio del &cido graso,
en el que la temperatura de la reaccion esta entre -30 y 30 °C, y en el que el acido graso tiene de 1 a 6 centros
de insaturacion no conjugada;

(b) aislar el precipitado;

(c) disolver el precipitado en una segunda solucidén que es capaz de generar dos capas inmiscibles tras la
disolucién del precipitado, siendo las dos capas inmiscibles una capa organica y una capa acida acuosa, en el
gue la capa acida acuosa es una solucion acuosa de un acido mineral fuerte;

(d) separar las dos capas inmiscibles formadas tras la disolucién del precipitado; y

(e) evaporar la capa organica para aislar el acido graso purificado.

Por lo general, la sal de litio es distinta del hidruro de litio y aluminio. Preferentemente, la sal de litio no es
hidrogenante.

El acido graso es un solo acido graso como se ha definido anteriormente, es decir, el acido graso no es una mezcla
de acidos grasos. Por lo tanto, la sal de litio se afiade a una mezcla de un solo acido graso e impurezas no acidas.
Estas impurezas no acidas normalmente se producen durante el proceso de sintesis del acido graso, por ejemplo,
como se describe en el presente documento. Asi pues, normalmente la presente invencion no implica la separacién
de los acidos grasos entre si.

Por lo general, la sal de litio es el bicarbonato de litio, carbonato de litio o hidréxido de litio. Preferentemente, la sal
de litio es hidroxido de litio, mas preferentemente hidrato de hidréxido de litio.

El acido graso tiene de 1 a 6 centros de insaturacion no conjugada como se define en el presente documento.
Preferentemente, el 4cido graso es un acido graso w-3 u w-6.

El proceso de purificacién se produce después de la dltima de las cuatro etapas sintéticas:

Etapa 1:

Se combinan la sal de litio y el acido graso en bruto en una primera solucion, y se mantienen en condiciones que
permiten la formacién de un precipitado de una sal de litio del acido graso. Las sales de litio adecuadas incluyen el
bicarbonato de litio, el carbonato de litio y el hidroxido de litio. Preferentemente, la sal de litio es hidroxido de litio. La
sal de litio se puede suministrar en forma de un hidrato, por ejemplo hidrato de hidréxido de litio. Se puede afiadir a
la primera solucion en su forma de hidrato, pero preferentemente, primero se disuelve en un disolvente adecuado tal
como agua. Preferentemente, la primera solucion contiene una cetona, mas preferentemente acetona. La
temperatura de la reaccién esta entre -30 y 30 °C.
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Etapa 2:

A continuacion, se aisla la sal de litio precipitada. Se puede usar cualquier método adecuado para aislar un
precipitado sélido de la solucién, por ejemplo, la filtracién. El precipitado se lava opcionalmente con un disolvente
adicional (por ejemplo, el mismo disolvente que en Etapa 1, preferentemente acetona), y cualquier disolvente
evaporado.

Etapa 3:

El precipitado aislado se disuelve luego en una segunda solucién. La segunda solucion se selecciona de manera
que, tras la disolucién del precipitado, se forman dos capas inmiscibles. Las dos capas inmiscibles son una capa
polar, que es una capa acida acuosa, y una capa organica no polar. La capa acida acuosa es una solucion acuosa
de un acido mineral fuerte tal como acido clorhidrico. La capa organica no polar es adecuadamente un éter. Un éter
preferido para la capa no polar es el metiléter t-butilico.

Etapa 4:

En esta etapa, se separan las dos capas inmiscibles formadas tras la disolucion del precipitado. Se pueden usar
técnicas de separacion convencionales, por ejemplo, usando un embudo de decantacion simple. Tras la separacion
de las dos capas inmiscibles, la capa organica resultante puede lavarse opcionalmente con agua y secarse (por
ejemplo, usando Na;SO4 a lo que le sigue una filtracién).

Etapa 5:

Se retira el disolvente de la capa organica por evaporacion para aislar el acido graso purificado. El acido graso
purificado tiene un mayor nivel de pureza en comparacién con el producto en bruto. Por ejemplo, la pureza se puede
aumentar en aproximadamente un 1% o mas, preferentemente aproximadamente un 2% o0 mas, mas
preferentemente aproximadamente un 5 % o mas. El producto obtenido de esta etapa puede ser incoloro o coloro.
Por ejemplo, se puede obtener un aceite amarillo palido. Opcionalmente, el producto se decolora empleando
adecuadamente silice cromatogréafica en un disolvente apropiado. Por ejemplo, la decoloracion puede realizarse
agitando con silice cromatografica al 10-20 % en peso en hexano.

El 4cido graso en bruto usado en el proceso de purificaciéon anterior se puede derivar de una serie de fuentes. Un
método adecuado para preparar el acido graso es a través de la descarboxilacién de un derivado del acido maldnico.
Por ejemplo, se puede descarboxilar un derivado de acido malénico de férmula RCH,CH(CO2H), para formarse un
acido graso de formula RCH,CH,CO2H. El acido graso resultante de férmula RCH,CH,CO>H puede someterse
luego al proceso de purificacién descrito anteriormente.

El derivado de acido maldnico descrito anteriormente se puede derivar de una serie de fuentes. Por ejemplo, se
puede proporcionar en forma cristalina, habiendo sido aislado y opcionalmente purificado de un proceso anterior. Sin
embargo, se proporciona preferentemente como un producto de reaccidon en bruto que no se ha sometido a
purificacién. Por ejemplo, se puede proporcionar a partir de la reaccion de un sulfonato a un derivado de éster
malodnico, adecuadamente a través de un producto intermedio de éster maldnico y la posterior hidrélisis.

La invencion también proporciona un proceso para prolongar la longitud de un &cido graso. En particular, el proceso
se puede usar para prolongar un acido graso mediante dos atomos de carbono. Los dos atomos de carbono se
introducen eficazmente entre el resto de acido graso R y el grupo acido carboxilico. El proceso de prolongacion
comprende cuatro etapas separadas:

Etapa |

El acido graso inicial es de formula R-CO,H. Como alternativa, se puede usar el correspondiente éster de acido
graso, que tiene la férmula R-CO,R", en la gue R es el resto de acido graso que contiene de 1 a 6 centros de
insaturacion no conjugada y R' es un grupo alquilo C1.6. Los grupos R preferidos son grupos alquilo C1.4, mas
preferentemente metilo o etilo, lo mas preferentemente etilo.

El acido graso o éster de acido graso se reduce para formar el correspondiente alcohol graso de la formula R-
CH2OH. Las técnicas de reduccion adecuadas son bien conocidas, y los expertos en la materia podran escoger
facilmente los agentes reductores apropiados y las condiciones de reaccion. Los agentes reductores incluyen Red-Al
(hidruro de bis(2-metoxietoxi)aluminio sédico), DIBAL (hidruro de diisobutilaluminio) e hidruro de litio y aluminio. Los
agentes reductores se usan junto con un disolvente apropiado, con disolventes inertes adecuados que incluyen
éteres e hidrocarburos aromaticos y sus derivados. Los disolventes preferidos incluyen éter dietilico, tetrahidrofurano
y tolueno. La temperatura de la reaccién puede variar, siendo un intervalo de temperaturas adecuado de 0 a 35 °C.
Cuando el material de partida es un acido graso, esta reaccion de reduccion genera hidrogeno. El hidrégeno se debe
retirar con cuidado y seguridad. El uso de un material de partida de éster de acido graso reduce la cantidad de
hidrégeno liberado, ya que el Gnico hidrégeno producido procede de la descomposiciéon del agente reductor en
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exceso.

El agente reductor preferido es el hidruro de litio y aluminio. Este se puede afadir a la reaccién en varias formas, por
ejemplo, en forma de un soélido o en solucién. La adicion en forma de solido puede ser apropiada para la produccién
a pequefia escala. Para los procesos de aumento a escala, se prefiere emplear hidruro de litio y aluminio en
solucién, que conduce a un manejo mejorado y mas seguro.

Etapa II:

Seguidamente, se sulfona el alcohol preparado en la Etapa | para formar un sulfonato de acido graso de férmula
RCH,0S0,R? mas preferentemente metilo. Cuando R? es un grupo arilo Ce.10, €l grupo arilo es preferentemente
fenilo. Los grupos arilo no estan sustituidos o estan sustituidos, como se ha descrito anteriormente. Un sustituyente
mas preferido es metilo. Los agentes sulfonantes adecuados se seleccionan apropiadamente; siendo, por ejemplo,
el cloruro de metanosulfonilo, el cloruro de fenilsulfonilo y los cloruros de 4-metilfenilsulfonilo agentes de sulfonacién
preferidos, siendo particularmente preferidos el cloruro de metanosulfonilo. Preferentemente, la reaccion se produce
en presencia de una base terciaria tal como piridina, 2,4,6-trimetilpiridina o trietilamina. La temperatura de la
reaccion esta preferentemente entre aproximadamente 0y 40 °C.

La reaccion se produce opcionalmente en un disolvente adecuado. Convencionalmente, se usan los disolventes
clorados (por ejemplo, diclorometano) en este tipo de reaccion de sulfonacién. Sin embargo, se prefiere reducir al
minimo o evitar el uso de los disolventes clorados. Una forma de reducir o evitar el uso de un disolvente clorado es
usar piridina como base.

Etapa llI:

El sulfonato de acidos grasos preparado en la Etapa Il se hace reaccionar posteriormente con un derivado de éster
de malonato, siendo su producto hidrolizado para formar un derivado de &cido maldnico de férmula R-
CH2CH(CO2H).. La reaccion inicial tiene lugar preferentemente en un alcohol anhidro, por ejemplo, etanol absoluto.
La temperatura de la reaccion es preferentemente de aproximadamente 60-90 °C. La hidrélisis puede tener lugar en
cualquier condicién de hidrélisis adecuada, por ejemplo, en alcohol acuoso en presencia de un hidréxido de metal
del grupo I. La temperatura de la reaccion es preferentemente de aproximadamente 15-50 °C.

Los derivados de éster de malonato adecuados son metalo-malonatos del grupo |, incluyendo dialquilmalonatos de
sodio, NaCH(C02R3)2, donde R® es un grupo alquilo Ci.¢6. Preferentemente, R® es un grupo alquilo Ci.4, mas
preferentemente etilo. La reaccién produce inicialmente un éster de férmula R-CH2CH(C02R3)2 que luego se
hidroliza para preparar el derivado de acido malénico de féormula R-CH,CH(CO2H),. Los reactivos y las condiciones
de la hidrolisis son bien conocidos. Por ejemplo, la reaccién con un hidréxido adecuado (por ejemplo, hidréxido de
sodio o potasio) puede producir el derivado del acido malénico.

El derivado de acido maloénico de férmula R-CH,CH(CO2H), puede, dependiendo de la naturaleza de R, aislarse o
cristalizarse. Sin embargo, algunos derivados del acido malénico no se cristalizan facilmente o en absoluto. Por
ejemplo, el derivado de acido malénico formado a partir de EPA o un éster del mismo (es decir, en el que R es H3C-
(CH2-CH=CH)s-(CH2)3-) no se cristaliza facilmente. En estas circunstancias, cuando un proceso de purificacion no
se puede realizar facilmente en un producto no cristalizante, el proceso de purificacion de sal de litio descrito
anteriormente proporciona un método conveniente para mejorar la pureza del acido graso final. El proceso de
purificacién de sal de litio evita la necesidad de cristalizar y purificar el derivado del acido maldnico de férmula R-
CH>CH(CO2H)2, y en cambio, permite la purificacion del producto final de acido graso. Por consiguiente, el proceso
de extender la longitud de un acido graso descrito anteriormente toma preferentemente el producto en bruto de la
Etapa Ill y lo usa como suministro para la Etapa IV, sin purificar primero el producto de la Etapa Ill.

Etapa IV:

Seguidamente, se descarboxila el derivado de acido mal6nico preparado en la etapa Ill para formar un acido graso
de férmula R-CH,CH>CO;H. Se pueden usar técnicas de descarboxilacion convencionales, eliminando el diéxido de
carbono generado (por ejemplo, al vacio) en el transcurso de la reaccién. Por ejemplo, un simple calentamiento
puede lograr la descarboxilacion. Las temperaturas de calentamiento adecuadas variaran, pero los intervalos
generales incluyen de 120-180 °C, por ejemplo, de 130-170 °C, preferentemente de 140-160 °C. La temperatura
debe mantenerse hasta que la reaccion se haya completado, lo que sera evidente debido a la reduccién v,
finalmente, al cese de la emision de didxido de carbono. También se puede emplear un vacio; por ejemplo, un vacio
inferior a aproximadamente 30 mb es adecuado.

Etapa V

Seguidamente, se purifica el acido graso preparado en la Etapa IV mediante el proceso de purificacion de un acido
graso como se ha descrito anteriormente. La purificacién mediante dicho método elimina las impurezas no acidas del
acido graso. El producto final de acido graso tiene un mayor nivel de pureza en comparacién con el acido graso
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formado en la Etapa IV. La pureza del acido graso final puede tener una pureza similar a la pureza del acido graso
inicial usado en la Etapa 1, es decir, el acido graso de férmula R-CO2H. Si el &cido graso inicial contiene impurezas
no acidas, entonces la pureza del acido graso final sera mayor.

Ejemplos

Ejemplo 1: Preparacién y purificacién de DGLA (acido icosa-8(Z),11(Z),14(Z)-trienoico)

Ejemplo l1a: Preparacién de alcohol de GLA (Octadeca-6(Z),9(Z),12(Z)-trienol)

Para secar tetrahidrofurano recién preparado (12.000 partes, vol) bajo nitrégeno, se afiade hidruro de litio y aluminio
en tetrahidrofurano (2,4 Molar, 1.620 partes, vol). La mezcla se enfria hasta 0-5 °C, y se afiade GLA (acido gamma
linolénico, 95-98 %, 1.112 partes, peso) en tetrahidrofurano seco (2.000 partes, vol) durante 30-40 minutos,
manteniendo la temperatura a aproximadamente 3-7 °C, con agitacion y bajo una corriente de nitrégeno. A
continuacion, se agita la mezcla a 8-12 °C durante 1 h y a 12-18 °C durante 2 h bajo nitrégeno. Tras enfriar a 3-5 °C,
se afiade una solucién de agua (152 partes, vol) en tetrahidrofurano (500 partes, vol) bajo una buena corriente de
nitrégeno durante 15-20 min. Luego se afiade una solucion acuosa de hidroxido de sodio (2 M, 456 partes, vol)
durante 10-15 min. La mezcla se agita a 10-15 °C cerrada herméticamente bajo nitrégeno durante una noche, y
luego se afiade sulfato de sodio anhidro (500 partes, peso), y la mezcla se agita durante 30 min mas. Tras la
filtracion, se lavan los sdlidos inorganicos con tetrahidrofurano (2000 partes, vol). La solucién de THF resultante se
evapora al vacio. Se retira cualquier agua del producto mediante evaporacién con 2 x 2.000 partes, vol. de tolueno.
Se obtiene alcohol de GLA (1.029 partes, peso, 97,4 %) en forma de un aceite amarillo palido.

Ejemplo 1b: Preparacion de metanosulfato de alcohol de GLA (metanosulfonato de octadeca-6(Z),9(2),12(2)-
trienilmetano

A una mezcla agitada de alcohol de GLA (1.000 partes, peso) y cloruro de metanosulfonilo (456 partes, peso) en
atmdsfera de nitrégeno y a 8-12 °C, se afiade piridina seca (307 partes, peso) durante un periodo de 30-40 min
manteniendo la temperatura por debajo de 15 °C. La mezcla se agita a esta temperatura durante 3-5 horas y luego
se deja calentar hasta la temperatura ambiente y se agita durante un periodo de 24-48 h. Se produce un precipitado
de clorhidrato de piridina en la mezcla. A continuacion, se diluye la mezcla de reaccion con hexano (4.000 partes,
vol), se afiade sulfato de sodio anhidro (200 partes, peso), y se agita la mezcla resultante durante 1 h. Se filtran los
sélidos precipitados y se lavan con hexano. Se retira el hexano del filtrado al vacio, dando el metanosulfonato en
bruto (~1300 partes, peso) que se puede usar para la siguiente etapa.

Un método alternativo de purificacion (que da lugar a un producto mas puro y a un producto final menos coloreado
de las posteriores etapas) es el siguiente: Se diluye la mezcla de reaccion con metiléter t-butilico (4000 partes, vol) y
se enfria a 5-10 °C. Con agitacion y bajo nitrégeno, se afiade agua (2.000 partes, vol) y la capa acuosa se ajusta a
pH = 1-2 con acido clorhidrico concentrado. Tras 15 min, las capas se separan y la capa acuosa se extrae con
metiléter t-butilico (500 partes, vol). A continuacién, se lavan las capas organicas combinadas con acido clorhidrico
1 M (1000 partes, volumen) y agua (4 x 500 partes, volumen). Se seca la capa organica (sulfato de sodio anhidro,
300 partes, peso), se filtra y se evapora al vacio, obteniéndose metanosulfonato mas puro para su uso en la
siguiente etapa.

Ejemplo 1c: Preparacién de 2-Carboxi-DGLA (4cido 2-carboxi-icosa-8(Z),11(Z),14(Z)-trienoico

A etanol absoluto (10000 partes, vol), se afiadid6 metdxido de sodio al 30 % w/v en metanol (1.370 partes, vol). A
temperatura ambiente bajo nitrégeno, se afiade malonato de dietilo (1.520 partes, peso) en una corriente rapida
durante 10-15 min, y la mezcla se agita durante otros 10-15 min. Se afiade metanosulfato de alcohol de GLA en
bruto (1300 partes) en una corriente rapida durante 10-15 minutos, y la mezcla se agita y se calienta a reflujo
durante 3,5-4,0 h bajo nitrégeno. Tras enfriar hasta la temperatura ambiente, se afiade una solucion acuosa
mediante disolucién de hidroxido de potasio al 85 % (1.900 partes, peso) en agua (1.000 partes, vol), y luego se
afnade etanol al 95 % (13.000 partes, vol) bajo nitrégeno. Se produce una exotermia, y la temperatura de la reaccién
alcanza los 30-40 °C. A continuacion, se agita la mezcla a temperatura ambiente durante 4-5 h bajo nitrégeno. La
mezcla de reaccion total se evapora en el evaporador rotatorio para eliminar el etanol. Se disuelve el residuo de la
evaporacion en agua (10.000 partes, vol) y se afiade metiléter t-butilico (10.000 partes, vol). La mezcla se agita y se
acidifica bajo nitrégeno usando acido sulftrico al 20 % (aprox. 6.000 partes, vol) (Temp. max. 20 °C). Tras separar
las capas, se lava la capa organica con agua (4 x 2.000 partes, vol), se seca (sulfato de sodio anhidro) y se evapora
al vacio, dando un aceite que se cristaliza al rascarse, dando 2-carboxi-DGLA (1.170-1.220 partes, peso, 88-92 %).

Ejemplo 1d: Preparacién de DGLA (4cido icosa-8(Z),11(Z),14(Z)-trienoico

Se calienta un 2-carboxi-DGLA en bruto (1.200 partes, peso) con agitacién bajo un vacio de <30 mb a 140-160 °C.
Se desprende dioxido de carbono y se elimina mediante el vacio. Tras 3-5 horas, la emisién de didxido de carbono
cesa. El matraz se enfria hasta la temperatura ambiente y el nitrdgeno se deja en el recipiente de reaccién, dando un
aceite (1.000-1.030 partes, peso, 95-98 %).
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Ejemplo le: Purificacién de DGLA

Se disuelve el producto del Ejemplo 1d (1.000 partes, peso) en acetona de HPLC (o equivalente) (3.550-
3.600 partes, vol) y con buena agitacion y bajo nitrogeno, se afiade lentamente una solucion de hidrato de hidréxido
de litio (150 partes, peso) en agua (975 partes, vol) durante 30 minutos. La mezcla se agita durante 10 min mas. Se
afade mas acetona (3.500-3.600 partes, vol) durante 30 minutos con agitacion, y se continla agitando con
enfriamiento hasta 0 a -5°C durante un periodo de 2-3 h. Se deja agitar la mezcla durante la noche a esta
temperatura. Se filtra la sal de litio precipitada y se lava con acetona previamente enfriada y se seca por succion. Se
afnade el sdlido resultante en porciones a una mezcla enfriada agitada (0-10 °C) de metiléter t-butilico (6.000 partes,
vol) y acido clorhidrico 1 M (6000 partes, vol) bajo nitrégeno. La capa organica resultante se separa, se lava con
agua (4 x 500-750 partes, vol) y se seca (Na>S0O4). Tras la filtracion, se evapora el disolvente y se calienta el aceite
resultante a alto vacio (50-60 °C, 0,1-1,0 mb) durante varias horas para eliminar las trazas de disolvente. Se obtiene
DGLA en forma de un aceite amarillo palido (760-800 partes, peso, 76-80 %). La decoloracion en un aceite
transparente se puede obtener agitando el DGLA en 10 volumenes de hexano en presencia de silice cromatografica
de un tamafio de particula de 35-70 um (20 % en peso) durante 1 h, filtrando y evaporando el disolvente.

Ejemplo 2: Preparacién y purificacién de DPA (acido docosa-7(Z2),10(Z),13(Z),16(Z),19(Z)-pentaenoico

El DPA se preparé igual que el DGLA del Ejemplo 1, pero a partir del material de partida de etiléster de EPA
(etiléster de acido eicosapentaenoico).

En una primera etapa, se formé alcohol de EPA (icosa-5(Z2),8(2),11(2),14(Z),17(Z)-pentaenol) de una manera similar
al Ejemplo 1a, reemplazando el GLA por etiléster de EPA (1.320 partes, peso).

En una segunda etapa, se form6é metanosulfonato de alcohol de EPA (metanosulfonato de icosa-
5(2),8(2),11(2),14(2),17(Z)-pentaenilo) de una manera similar al Ejemplo 1b reemplazando el alcohol de GLA por
dicho alcohol de EPA (1.091 partes, peso).

En una tercera etapa, se formé 2-carboxi-DPA (acido 2-carboxi-docosa-7(Z),10(Z),13(2),16(Z),19(Z)-pentaenoico) de
manera similar al Ejemplo 1c, reemplazando el metanosulfonato de alcohol de GLA por dicho metanosulfonato de
alcohol de EPA (1.391 partes, peso).

En una cuarta etapa, se form6 DPA (acido docosa-7(Z),10(Z),13(Z),16(Z),19(Z)-pentaenoico) de una manera similar
al Ejemplo 1d, reemplazando el 2-carboxi-DGLA por dicho 2-carboxi-DPA con el enfriamiento de la mezcla de
acetona hasta de -15 a -20 °C.

En una quinta etapa, el DPA se purifica usando el mismo método de purificacion de sal de litio del Ejemplo 1e, pero
reemplazando el DGLA por dicho DPA.
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de purificacion de un acido graso que tiene de 1 a 6 centros de insaturacion no conjugada, proceso
que comprende:

(a) hacer reaccionar una mezcla de un solo acido graso e impurezas no acidas con una sal de litio en una
primera solucién y en condiciones para permitir la formacién de un precipitado de una sal de litio del acido graso,
en el que la temperatura de la reaccion esta entre -30 y 30 °C, y en el que el &cido graso tiene de 1 a 6 centros
de insaturacion no conjugada;

(b) aislar el precipitado;

(c) disolver el precipitado en una segunda solucion que es capaz de generar dos capas inmiscibles tras la
disolucién del precipitado, siendo las dos capas inmiscibles una capa organica y una capa acida acuosa, en el
gue la capa acida acuosa es una solucion acuosa de un acido mineral fuerte;

(d) separar las dos capas inmiscibles formadas tras la disolucién del precipitado; y

(e) evaporar la capa organica para aislar el acido graso purificado.

2. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la sal de litio es hidréxido de litio.

3. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el acido graso es un acido
graso Ci4.24.

4. El proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el acido graso es acido
dihomo-gamma-linolénico (DGLA), acido eicosadienoico, acido docosapentaenoico (DPA), acido eicosatetraenoico
(ETA) o acido eicosatrienoico.

5. Un proceso de preparacion de un acido graso que tiene de 1 a 6 centros de insaturacion no conjugada, proceso
que comprende:

(a) descarboxilar un derivado de acido malénico de formula R-CH2,CH(CO2H),, en la que R es un resto de acido
graso que contiene de 1 a 6 centros de insaturacion no conjugada, formandose un &cido graso de férmula
RCH>CH,CO2H;

(b) someter el &cido graso asi preparado a un proceso de purificacion de un acido graso segun lo definido en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Un proceso de prolongacién de la longitud de un acido graso que tiene de 1 a 6 centros de insaturacién no
conjugada, proceso que comprende:

(a) reducir un &cido graso de formula R-CO2H o un éster de acido graso de férmula R-CO,R", en la que R es un
resto de acido graso que contiene de 1 a 6 centros de insaturacién no conjugada, y R'es un grupo alquilo Cy.6, a
un alcohol de formula R-CH20H;

(b) sulfonar el alcohol para formar un sulfonato de formula R-CH,0SO0;R? en la que R? es un grupo alquilo C16
o arilo Ce.10;

(c) hacer reaccionar el sulfonato con un derivado de éster de malonato e hidrolizar el producto resultante para
formar un derivado de acido malénico de férmula R-CH2,CH(CO2H)3;

(d) descarboxilar el derivado de acido maldnico para formar un acido graso de formula R-CH,CH2CO2H; y

(e) someter el acido graso asi preparado a un proceso de purificacion de un acido graso segun lo definido en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

7. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 5 o la reivindicacion 6, en el que R es un resto de acido graso que
comprende de 14 a 22 atomos de carbono.

8. Un proceso de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que R comprende de 18 a 20 atomos de carbono.

9. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, en el que R comprende de 2 a 6 grupos
olefinicos no conjugados.

10. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 9, en el que R es un resto de acido graso
w-3 0 w-6.

11. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 10, en el que R es un resto de C17H29 del
acido gamma-linolénico, un resto de CigH2e del acido eicosapentaenoico, un resto de CizHz7 del &acido
esteariddénico, un resto de C17H3; del acido linoleico o un resto de C17H»g del acido alfa-linolénico.

12. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, en el que la reduccion de la etapa (a)
se lleva a cabo con una solucion de hidruro de litio y aluminio.
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13. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, en el que el derivado de acido
maloénico de formula R-CH>CH(CO2H), se usa directamente en la descarboxilacién de la etapa (d) sin purificacion
ni/o sin cristalizacion.
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