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MEBEMORTIA DESCRIPTIVA
gobro:
wprocedimiento para la introduccidn ds ox{zeno en =steroides',
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SOLICITANTE & C I B A, Société Anonyme,

gomiciliada =n Basilea, Suiza,

Forme objeto dc la presente invencidn un proce-
dimiento para la introduccidn de oxiIgeno en la posicidn
11" de esteroides,

Los esturoides con oxigeno en posicidn "1l repre-
gsentan importantes compuestos, ssf,por ejemplo , las hormonas
cdrtico-suprarrenales poséen tales grupos en posicidén "11",
como por ejemplo , la cérticosterona, la 1ll-dehidrocdérticos-
terona, la 17t —oxicdrticosterona y la 17 —oxi-ll-dehidro-
cdrticos%erona. por tanto, un procedimiento para obtener tales

compuestos tiene la ndxina importencia.
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Ya se conoce el hecho de obtener esteroides con
oxfgeno en posicién "11l", Corrientemente se parte en este caso
de l2-oxicompuestos, se desdobla de ellos, por ejemplo, agua y
mediante una adscuada reaccidn intermedia, se fija agua sobre
el enlace doble formado. Pero, este procedimiento resulta
myy complicado y Se desarrolla ademds con un rendiwmiento des—
favoreble., Ultimawmente se ha intentado introducir por via
biolduica en esteroides dirsctamente un oxlgrupo en posicidn
"11" por medio de perfusidn con gldndulas guprarrenalss
supervivientes Pero, pars una realizacidén técnica este pro-
cedimicnto resulta apenas practicable. Por eso se sustituye—
ron las gldndulas suprarrenales intactas, por cortes en las
mismes u homogenisatos . Pero, en este cago no han podido
obtenerse productos de oxidacidn cristalizados y se Supuso
le formacidn de los ll-oxicompuestos tan zolo por un test
bioldgzico,

Ahore bien; de acuwrdo con la presente invencidn
ge puede introducir de ung manera sencilla oxfgeno en posicidn
"11" de los esteroides, si ge tratan on el ciclo "OW esteroi-
des no-sustituidos con oxIgeno o con agentes gus desarrollan
oxIgeno,en presencia de enzimas y de substratos gue les
corresponden, aislando después los ll-oxiesteroides formados.

Log esteroides no-sustituidos en el ciclo g
empleados de acuerdo con sl nresente procedimicento, pueden
estar saturados o bien podrdn mostrar snlaces dobles, por
ejemplo en posicidn nyn, n4u, nsn' n()'n’u']u’ngn, ngn, "ll",
"16" y/o M1T7", Eepecialuente se emplean materias primas
que pertenecsn a la serie de androstano, pregnano,estering o
sapogenina y que estdn sustituicas por ejemplo, en posicidén

"3 L ’ "14", "16", 'Il?ll, "20(" vy "o spor ejemplo por gruposv



Lal

20.

60,

T0.

198622

-3 -

oxi u oxo libres o funcionalmente conjugados, COmO por

grupos aciloxi, yor ejemplo, acetoxi,propioniloxi, benzoiloxi,
o] toeiloxi; por grupos alcoxi, por ejemplo, netoxi o etoxis
por oxogrupos snoliuzados o acetalizados; por grupos carboxili-
cos libres o funcionalmerte conjugados, por ejemplo grupos
nitrilo o grupos carboxilicos esterificados; pOr Lrupos epoxi
o por dtomos de haldgeno,

Las materias primas pueden ser do cualguier confi-
guracién estérica. Particularmente valiosoe rgsultan por
ejemplo 134—3,20—diceto-21—oxi-pregnenos; 2\ 4-3,20—diceto—
17, 21l=-dioxi-preguenos j 3]%,5qy 0 bién 5/3—endrosterones

respectivamente sus ésteres y teres, colesterinas o diogeni-

nag., Caso de ser preciso, e protegen de una mancra intsrmedia-~:

ria enlaces dobles existentes en los esteroides,durante la
oxidacidén, en forma de¢hor sI conocida, pOTr ejemplo, mediante
sgturacidn con hidrohaldgeno o mediante transformacidn en
isosteroides pentaciclicos.

A los efectos del tratamiento con oxfgero, se
conduce,por ejemplo, ox{geno por encima O a través de la
mezela de reaccidn. Como agentes que desarrollan oxigeno se
emplea por ejemplo, perdxido de hidrdgeno o compuestos gue 1o .
desarrollan, por ejemplo, el presencia de catalasa.

Se emplean lag enziumas especialmente en forma de
proparados orgdnicos, tglee como Srganocs desmenuzados, cortes
de drganos, homogenisatos de rgenos ricos en enzimas, por
¢jemplo gldndulas suprarrenales, rifiones o0 hifgados, o bien
mezclas de los mismos.

Se menticnen laséngimes activas medlanve adicidn
de substratos adecumdos y menteniendo las correspondientes

condiciones del ambiente. Se emplean en especial como
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subgtratos aquellos del sistema ciclofo.rdsico, y/o los compues—
tos que vertenscen, o son vecinoeg, al ciclo del dcido cItrico,
por ejemplo, 4cido cltrico, aconftico, isocitrico, oxalsucci-
nico, oL-cetoglutdrico, succinico, fumdrico, malico, piro-

75, racémico , oxalacético; pero tambien £cido maldnico, glutd-
rico, adipirico, glutaminico, asparaginico; asparagina,
elanina, glicocola, serina; ademds dcido ascorbinico, ldetico
dioxitdrtrico, prolina, triosira, triptofano, respectivamente
mezclas de los mismos,

80. Con objeto de mantener cliertas condiciones del
ambiente, se trabaja en medio acuoso, adicionando al mismo
adecuadamente coumponcntes du soluciones fisioldgicas, tales
como hidratos de¢ carbono, sales inorgdnicas y/m orgdnicas,
por ejemplo fosfato sddico, cloruros alcalinos, sulfato de

85, magznesio o acetato sddico. Por medio de las adiciones salinas
se quiere en particular mantener el valor pid y la intensidad
de iones de la solucidn d= reaceidn dentro de la zona dptima,
Se roaliza la reacceldn preferentemente a un valor pH = 6'5 -
9'0 y ung concentracidn salina de 0'5-0'01 molar, De acusrdo

90. con estos valores,se podrd tambien emnlear como wmedio de
reaccidén un 1fguido fisioldégico, por ejemplb plasma, &n tal
caso se agrega ventajosamente un agente conservador, por

' ejemplo , penicilina, Tambien podrdn adicionarse al medio
de reaccidn, agentes gque facilitan la disolubilidad, tales

95, como glicol etilénico o propilénico,o bien agentes de disper-
g8ién, por ejemplo, fosfolipoides.
Se gislan log ll-oxisteroides de la mezcla de
oxidacidn,secgin las materias primas o medios de reaceidn
que Se hayan empleado, de acuerdo con métodos de por si

100. conocidos, por ejemplo, rcsalizando procedinientos - separadores,



W

110.

120.

130.

cromatograffa, recristalizacidn y andlogos.,

En los siguientes ecjemnlos se describe la inven-
cidn mde detalladamente , rigiendo entre parte en peso y
parte volumétrica la misna relacidn existsnte entre el gramo
y el centimetro cdbico. Ias temperaturas se indican en
centlgrados.
EJEMPLO 1.

Una solucidn de 1 rarte en peso de desoxicdrticos-
terona en 20 partes vol, de glicol 2tildnico, g¢ adiciona a
980 partes vol. dc una mezecla compuesta de 900 partes vol,
de citrato ce plasma bovino, 80 partes vol. de glicol
etildnico y 1 parte en peso de deido ascorbinico. El valor
pH de esta solucidrn se restablece mediante lejfa de sosa
cdustica 0'l veces normal al valor primitivo pd del citrato
je plasma antes de naber agregado el dcido azcorbinico.
900 partes vol. de dicha mezcola se calientan en el termostato
a 372 C., adicionando 60 partes en peso de cortes recién
preparados de glémaulas suprarrenales procedentes de reses
vecunas que acaban de ser socrificadas. Asimismo se cortan
60 partes en peso Gu zgldndulas suprarrenales de buey en
pequefios pedazos y €o nomogeneizan durante 2 minutos en un
nomogenelzador con 80 partes vol. de la solucidn antes men—
cionadsa de plasma cde desoxicdrticosterona. la papilla asi
obtenida se agrega a la colucidn en el termostato, ya
proviste de cortes, enjuagando ultcriormente con 20 partes
vol, de plasma.

ge mantiene la mezcla durante 4 hora a 37% C.,
movidndola du vey cn cuando un poco. Una vez igualada la
temperature, Se agregan en el transcurso de 2 horas 100 partes

vol. de une solucidn acuosa Ge perdxido ds nidrégeno al 1'03%



13o.

140,

150,

S1oo.

160,

igsozzf@

- 6 -

que conticne un 10% de glicol c¢tildnico. Al cabo de otras

2% horas se cnfria a la temperatura del awmbiente y deswuds

ge prensa la mezcla de reaccidn a travds de uﬂ filtro de
tela, Se clarifica la solucidn turbia que pass por el filtro,
mediante centrifugacidn durante 1 hora, a 2000 rev,.por minuto,
uniendo el rssiduo obtenido nor centrifugacidn con el resfduo
que quedd en ¢l filtro d: t:la.

Por separado se trata con disolventes orsgnicos la solu-~
cidn de plasma y el residuo de filtrecidn,compuesto en su mayor
parte d= partes ce Srganos. Se¢ extrae la solucidn de plasma con
éster acdtico hasta que dste aparézca incoloro, 4 los efectos de
una separecidén clara de las capas s centrifugan las soluciones de
extraceidn durante % hora a 2000 TeV.P.M.,Sacando siempre medisnte
s8ifdén las capas d: dster zacético que se formen. De esta manera se
obtienen 3'9 partes en peso de extracto que se fracclongfiediante
distribucidn esoalohada entre metanol y heptano. Ias fraccionss de
metanol contienen los esteroides y se distribuyen nuevamente entre
heptano y metanol,y despuls se acctilan a la temperatura del
amblente en piridina con anhidrido acético. ¥l nroducto asf
obtenido muestra en el examen papel-croumatogrdafico une mezcla
de acetato de desoxicdrticosterons y cdrticosterona. A 1os
efectos de la separacidn se cromatografia en gel de sflice.

Los eluatos de benzol-dter contienen principalmente desoxi=-
edrticosterona no transformada. En cambio, el nroducto de
oxidacidn solo se separa de la columna cromatogrdfica nor disolu~
cién con mezclas des dter-dster acdtico. Despuds de ls sanonifica-
cidn mediante carbonato sédico en solucidbdn acuosa-alcohdlica, se
obtienen cristales que funden (despuds de concrecidn) a 179-181¢
C.,mostrando un giro déptico ae ZFE7£ = ¢ 2202 (en alcohol),

dando con decido sulfurico concentrado la resccidn de color
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caracterfstica pare la cdérticosterona ( fluoresceincla amarillo-
verdoss,)

ILos residuos de Srganos obtenidos a partir de la
mezcla Ge roaceidn mediante separacidn y centrifugacidn, se
extraen , durahte 40 noras con acctona, La solucidn acetdnica,
gue contiene cl agua cqntunida en los drganos y en 1 plasma
adherido, se libra de¢ la acetona en el vaclo por chorro de
agua, 71 residuo acuoso sec extrae varias veues con éter
v despuds do cvaporar sl éter, se obtienen 4'3 partes en
pego de extracto etérico que s¢ sigue tratando cn forma
parccida &l extracto du dster acftico dul plasma. Primero

ge procede a una distribucidén escalonada y repoetida entre

O]

heptano y metanol. Iuevauwcntz sc aceotilan las fracciones de
metanol con anhidrido acftico er piridina y se gepara la
mezels éo acetilacidn,despuds de eliminar nor completo la
piridina y el sxceso d2 analdrido acdtico, nediante croma-
tografia cor gel de sIlice. Saponificando los eluatos dter—
Ester acliticos v recristalizando,ss obtlene ¢l mismoampues-
tokomo en la celaboracidn dzl extracto de plasna.

BJHEPLO 2.

159 paries <o neso du sgldndulas suprarrcrales bovi-
nas, finamcnte cortadas ,se homogsenelzan durante 5 minutos
on un nomogeneizador con 900 partes vol, de una solucidn
acuosa que contiene G'4 partes en poego de funarato gddico,
36 partes cn peso ao glucosa, T'24 partes de cloruro sddico,
3¥72 partes en peso Ge¢ cloruro potdsico, 7'14 partes en
peso de fosfato secundario sédaico v 1'98 partes en peso
de sulfato d- magnesio. A este homogenelzado se agrega 1
parte en peso de desoxicdrticosterona ¥y ©e homogencilza

gurante 2 minutos a la mdxima velocidad de vueltas p.W.
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la papilla formade se ajusta con 20 partes volumétricas
de dcido clorhfdrico 1 vez normal , a un valor pH de
6'62 (determinacidn de pH mediante electrodo de cristal)
¥y se homogenelze nuevamente , durante 2 minutos,
195, Se vierte la mezela de reaccidn en un recipiente provis-
to de agitador y se aclara ult:riormente con 100 partes
volumétricas de agua. Bl valor pH de la =mulsidén se
lleva mediante 20 nartes vol, de fcido clorhfdrico 1
vez normal a un valor de 6'62 (determinacidén de pH mediante
200. electrodo de cristal ), Se mantiene la mezcla de reac—
cibn a 272 C. y agitande continuamente , se agregan en
el transcurso de 2% horas, 150 partes vol, de una solucidn
. al 15% de¢ perdxido de hidrdgeno ., Durante la hora siguiente
se agregan todavia, a gotas, 15 partes volumétricas de
205, ! una solucidn al 30% de perdxido c¢e hidrdgeno . Tan pronto
cede el desarrollo del oxfgeno, se agregan en cada hora
0'05 partes en peso de un preparado comercial de catalasa,
con objeto de conseguir con seguridad, al cabo de 4 horas,
la deecomposicidn de perdxido de hidrdgeno eventualmente
210, aun presente, Al cabo de un periodo total de reaccidn
de 4 horas, se adicionan a la solucidn 30 partes
volumétricas de dcido clorhfdrico 1 vez normael, siendo
ahora el valor de pH = 5'10 en la umezela provista de
un fuerte precipitadec proteinico. Iuugo se agregan a la mezcla

de reaccidn 800 partes vol, de dster acético y se agita

nO
el
\Ji
.«

bien durante 1 hora a 37¢ C., A continuacidén se centrifuga

la mezcla, Se sgcae mediante sifdn la cape superior de

€ster zcdtico ¥ se trata la fase acuosa y el precipitado durante
la nocie en la mismg forma con 300 partes vol., de éster

220, scético., Al cabo de cada 2 horas se repite dicha extraccidn
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por tres veces hasta que la capa dater-acética quede incolora,
Sobre sulfato sddico anhidro se secan las solucio-
nes rounidas €ster-acdticas y se evanora la solucidn filtrada
on el vacfo hasta sccarla, ¥l producto semi-sdlido gue
queda, so absorbe en metanol saturado con heptano, distribu-
vendlo en 6 egcalones entre una nuzcla que cada vez contiene
400 partes vols de heptano y 400 nartes vol. de metanol, Se
reunen las soluciones az motanol da lus fases 1 - 5 y =e
obtienen 5'82 partes sn peso de una masa gemi-sdlida,pardo-
amarilla, Bl andlisis papel-cromatogrdfico de cste extracto
bruﬁo muest%a, aparts G= dusoxicorticosterona no-transiormada,
tambien cérticosturona. Al objeto ds alslar el producto
d= oxidacidn, se cromatograffa ¢l extracto bruto en forma
conocida, =n gel de sflice, Los eluatos d» éter y
cloroformo conticnen dssoxicdriicosterona , ¥y los eluatos
con cloroformo-&ter acdtico y dster ac’tico conticnen la
cérticosterona, pudicudo reconocer ésta fdcilmente con la
rosceidn de deido sulfdrico (fluorescencia verde-amarilla).
Se acetila esta fraccidn ao cdrticosterona en piridina con
anhiarido adtico, y, despuds de rucristalizar sn acetona-
éter, se obtiene el acetato d= cdrticosterona gue funde a
143=-149¢ ¢. De diclo scetato se obticne la cdrticosterona
en forma dc finos cristales, despuds e saponificar con
carbonato potasico y finalmente recristalizar., Tunde a
179 - 182¢ ¢, y muestra un giro especifico de Z§L7b = 2232 (en
alcohol).
EJERPLO 3.
113 rartes c¢n peso de gldndulas suprarrenales
bovinas, finamente cortadas, sc homogeneizan durante 5 minutos

en un homogeneizador con 250 partes vol., de una solucidn
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acuosa que contiene 0'574 paries en peso ds deido fumdrico,
4%5 partes con peso de glucosa, 0'91 partes en peso de fosfato
secundario sddico, 0'25 partes on peso Ge sulfato de magnesio
de sosa
¥ 25 partes vol, de uua lejia/béustioa 0'l veces normal, A
este homogenisato se ayrega 1 parte en peso de desoxicérticos—-
terona y s¢ vuelve a homogeneizar durante 2 minutos, 4l pH
de esta emulsidn es de 6'78., Se vierte on un recipiente
provisto de agitador y tubo dae introduccidn de gas ¥y,
agitando y metiendo oxfgeno,se mantiene durante 5 horase a
379 C. Se aclara ¢l homogoneizador con 50 partce vol, de
agua, Se introduce el liguido de reaceidn en 1500 partes vol,
de acctonse y se aclara ultsriormente por doz veces, cada
vez con 200 partes vol, de acstona,., lediante filtracidn
por aspiracidn ze¢ szeparan las soluciones reunidas del pre-—
cipitado. Se lava el residuo por tres vsces, ceda vez con
200 partes vol, de acetona caliente, Ias goluciones de
acstona reunidas =¢ libran as la acstona en el vacTo de
chorro d- agua. La solucidn acuosa que gueda se aclara, junto
con el precipitado formado al evaporar la acetona y con el
aceite gue se separa, mediante 400 partes vol, de cloroformo
er un recipiente de extraccidn, Por 4 veces se replie, cada
vez con 406 partes vol. dz cloroformo, la extraccidn de la
capsa acuosa, lLas Yltimas extraccionss de cloroformo son
casi incoloras, en camblo las primeras dos ticnen un fuerte
color amarillo-pardo., Se reunen los extractos ds cloroformo,
se secan sobre sulfato sddico anhidro y se evapora la solu-
cidn filtrada en el vacfo hasta secarla. Como residuo de la
evaporacidn quedan 14'5 partes en peso de un producto pardo
oscuro. =1 andlisis papel-cromatografico muestra aparte de

1s desoxicorticosterona no transiormada, el producto oxidado
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en posicidn "1l" ,o sea la cdérticosterona.

Se disuelve el extracto bruto en 250 partes vol.
de dter y se extrae esta solucidn cada vez con 200 partes
vol., de¢ una solueidn saturada d= caroonato sédico, Ia solu-
cidn stdrica clara, d= color amarillo, se adiclona en
seguida cor 50 partes vol., as deido clorhfdrico 0'1l veces
normal y se lava por dos veces , cada vez con 50 partes vol,
de agua, Las cmulsiones asf resuitantes se rompen por medio
de una adicidn ds 5 partes vol., d: metenol y se evapora la
etérica hasta secarla, obtenlendo como residuc seco
4'2 partss on peso de una papilla smarillo-parda que Se
cromatografia en forma usual en gel de silice, TLos eluatos
de éter y cloroformo s¢ componen de desoxicdrticosterora
no transformada. Los extractos d= cloroformo-dster acdtico
ddn, despuds ael andlisis papekeromatogrdfico una mezcla de
desoxicédrticosterona y cdérticosterona,mientras los eluatos
dz dater acdtico contienen cdérticosterona y un producto
de color amarillo. S@ reunen lasg fracclones que contienen
cérticosterona, cromatosrafiando. nuevamente en gel de
sflice, Despuds de recristalizar se obticne la cdrticosterona
que Funde a 1758 ¢. dste producto se acetila como sn el
Ejemnlo 2 y e purifica el producto de acetilacidn mediante
varias r-cristalizacioncs, ILos cristales funden a 140=14682 C.
y su giro especifico es de Z§E7 = 2192 (en alcohol), aando
con dcido sulfurico conoemtradoDla resccidén de color conocida.
wn el andlisis papel-cromstogrdfico se v4 que es un producto
uniforms dz acetato da cdrticosterona.

SJENPLO 4.
53 partes on peso de gldndulas suprarrenales

bovinas de reses recien sacriricadas se homogensizan durante



3 minutos en un homogeneizador con 100 partes vol, de una
solucidn acuosa que countiene 0'232 partes en peso de dcido
fumdrico, 1'8 partes en psso d¢ glucosa, 0'362 partes en peso
de cloruro sdédico, 0'186 partes en peso de cloruro potdsico,

315.. 0'356 partes on peso de fosfato secundario sddico , 0'099
partes =n peso de sulfato de magnesio, ajustando con 4 partes
vol, de lejfa de sosa cdustica a un valor pH de 7'28, Despuds
ds la homogeneizacidn se ajusta el homogenisato cuyo valor
pH es de 6'73, a pH = 7'22 por medio de 0'5 partes vol,

320. de lejfa de sosa cdustica 2 vecss normal. A esta mezcla se

. agregan 20 partes en peso de glicol propilénico, se homogenei-
za durante 1 minuto y se adicionan 25 partes vol. de glicol
propilénico gue contienen disueltas 0'l partes en peso de la
substancia "3" ( Z:&4F3,20—dicato-l7d.,21—dioxi—pr@gneno),

325, se lava ulteriormente con 5 partes vol de glicol propilénico
y se homogeneiza todavia durante 1 % minutos. Se vierte la
emlsidn on un recipiente provisto de sgltador y tubo para la
entreda de gas y se hace pasar oxigeno en el termostato a 3792 C.
agitando. Se evita un desarrollo dsmasiado intenso de espuma

325. mediante ¢sitrangulacidn de la cntrads de oxIgeno o bien por
medio de adicidn de algunas gotas de octanol, Al cabo de
30 minutos el valor del pH es d= T7'27 y al cabo de 3 horas de
7120. Adicionando 12 partes vol. de 4decido clorhfdrico 1 vez
normal se ajusta el pH a 3'75 produciendoses una fuerte

330. precipitacidn protefnica y camwbio Ge color de la soluecidn
hasta entonces rojo-pards a gris-pardo.

Se vierte la mezcla de reaccidn en 2000 vartes vol,

de mcetona y se lava por tres veces el recipiente de reaccidn,
cada vez con 100 partes vol. de acetona. Las soluciones

335, de acstona reunidas se dejan reposar durante 15 horas a la



temperature del aunblente, pespués se separa el precipitado
mediante filtracidn mor sucecidn de la solucidn amarille y
se lava el residuoc por tres veces, cada vez con 100 partes
vol. de acstona caliente, &n el vaclo se elimina por connl=t0o
330, 1la acetona de las solucioncs acetdnicas reunidas. La solu-
cidn acuosa restante,asl como las precipitaciones y aceites
Formados durante la evaporacidn se transfieren con 20U partes
vol., ae &ster acdtico, a un recipicnte de extraccién, Se
satura la fase acuosa mediante adicidn ds 25 partes en peso
335, do sal comdn y se extrae por 4 veces cada vez con 100 partes
vol. de &dster acético. Ias soluciones ds dster acdtico
reunidas se lavan por dos veces, cada vez con 60 partes vol.
de agua y se =xtraen, tamblen por dos veces, cada vezZ por
medio de 40 mpartes vol. d#soluoidn saturada de bicarbonato

340, sédico, Se reunen el agua do lavado y las soluclones de
bicarbonato y s¢ extraen cor 100 partes vol. de dster acitico.
Se reunen las solucionus dster acéticas y Se lavan primero
con 50 partes vol, do¢ agua y despuds con 50 partes vol. de
doido clorhfdrico 0'0l veces normel. Se seca la solucidén

345, dster acdtica, de¢ color amarillo naranja, sobre sulfato
sddico anhidro, se filtra y se svepora en el vacio hasta
sscar. GQuedan como residuo de extracto Sater acltico 3'4
partes en peso de una masa cristalina viscosa, de color pardo
oscuro.

350, Bl andlisis papeleromatogrdfico de dicho extracto
wruto muestra, eparte de substancla no transformada "S", la
substancia "E" ( L}\4—3,20—diceto—ll.p,17‘&,2l—trioxi—pregneno).
Ia papilla cristalina ds color pardo oscuro se disuelve en
10 partes vol. do una solucidn ds 50 partes vol. ée bsnzol ¥y

355, 50 partes vol. de Eter, 3¢ cromstograffa en forma usual sobre



360,

365'

370.

380.

385,

gel de silice y se elve con &ter, mezclas dc éter-cloroformo,
cloroformo, mezclas de cloroformo-4ster acético, éster acético,
mezclas de deter acdtico-metanol,

De los clualos de olordformo cristaliza, despuds
de evaporar, la substancla "3'" 1o trancformada y de los
clustos dBster acdtico y dster acdtico-metanol s¢ obtiene la
substancia "F". Rscristalizando varilas veces on ula mezcla
ds €ter—-acetona—-pentano y a conbinuacidn en éter—accetona,
ge supars en pbca cantidad, ce las fracciones de la
elucidn, ¢ster acdtico, un aceite amarillento , gecundario,
que dificulta granGenente la eristalizacidn, Bl producto
cristalizado, papelcromatogrificamente uniforme, funde a
200~210¢ C. y?ﬁuestra ninguna depresidn del punto de fusidn
on mezcla con eubgtancis "EM anallticamente pura. Pueden
identificarse los cristales, o baso de la reasccidén de color:
con Heico sulfdrico concentrado, rogultando ser la substancia
npr y mostrando un giro sspecifico ae Je/ = + 1568 (cn
glconol), Los cluatos du cloroformo-dataer goético, que sparte
de la substancis WEY contisnen todavia subgbancia "3" , se
geparan ci sus componertes mediante nusva scparacién cromato-
sréfica on gel de sflico, lLos emds cluatos Gs la cromatografia
de gel aw sflicu, dondw cstdn presentes mezclas de subgtancias
RNy WS ge rounes COn las lejfas madres oo la recristali-
zacidn arribs mencionada, acotilando on forma usual con

anhicrico acdético en piridina, LOS productos ae gcetilacidn

‘gs croumatograifan sobro gel de sflics, obteniendo después

de evaporar los agentes Ge 2lucidn,Yos acetatos en forms
eristalina., Ios cristales do fluorsscencia amarillo-verdoso
pediante deido gulfirico concentrado,representan el acetato

de "F" puro. Funden a 218-225¢ (. y muestrarn o Adonune un



390.

395,

400.

405,

410.

-

iro especIfico de fet/ =+ 1672,
D

BIEPLO 5 = 31.

LTEPLOS 5 = 24 .

pxactamsrte cn la miswa forma yue e dssceribe
dutalladamente eu el Ljemplo 4, ze realize en log siguientes
cjemplos con los substratos indicacos 1a r.osceidr y elacoracidn
de la mezels de weaccidn. BEn corc:pto dv drgano contoeniendo
enzinas, sc¢ emplean las gldrdulas suprarrenalss boviras ¥
como metoria »rima rara la oxidacidn del estuoroide, en cada
gaso 0'l parte en peso o= la substancia “3Y (Z}?—3,20—d10uto—
l7,d,21—dioxi—pragncno). Caso Ge sar necesario, ge rebaja el
tftulo acl valor pi dae la mezcla Go reaccidn, mediante adicidn
de lojfa co sosa cdustica 2 veces normal/%on deido clorhfdrico
2 voces normal, en determinacos intervalos, hasta volverlo al
valor correspondiente al comicnzo dcl ensayo. (omo agente que
fogilita le éisolucidn cc wdiclonan en cads caso 50 narties
vol. du glicol propilénico, en lu forua aetzllada en el
ejemplo 4. Bn <gtos sjemplos ce utilizan en concepto de
disolventes ,en cada caso 100 partes vol, de una solucidén
scouosa que, aparte de la ~ubstancia del substrato, contiene
ademds las sigulentes aalclones: 1'8 vpartes <n peso de
szlucoga. 0'362 partes «n poso as cloruro sddico., 0'356 partes
en peso e fosfato secundario gédico. 0'099 partes en peso de
sulfato ac magnesio y tanta lejfa de sosa cdustica como resulta
nscesaria para consegulr una titracidn a un pH de T*5., Y duran-
te la reaccidn se nhace slempre pasar ox{geno.
BIENPLC 25.

Pe ura manera analoga COmMO S€ realiza la sucesidn

de resceiones y los mdtodos de trabajo descritos en los

gjemplos 4 - 24, se emplean en este caso coOWO agentes para



420,

430,

facilitar la disolucidn, en luger de glicol propilémnico, 50
pertes vol. de glicol etilénico, por lo demds en forma exacta-—
ments igual,

BEJHPLOS 26 = 31 .,

En las mismas condiciones do ensayo como se observan

en los ejemmlos 4=25, se renunclia en los ensayos de los ejemplos
26 = 31 al empleoc de un agsnte para facilitar la disolucidn,
emplsando en lugar de solo 100 partes vol. de solucidn
salina conteniende glucosa, 150 nartes vol. como disolvente.
Se agregae en cada caso 0'1l parte en peso de la substancia g
oxidar "st (Z}f—3,20—dioeto—l?v§,21—dioxi—pregnene) en forma de
polvo fino directamente al homogenisato y se homogeneiza todo
nuevamerte durante 3 minutos. A continuacidn, y siguiendo
el procedimiento detalladamente descrito en ¢l ejemplo 4,
se hace reacclonar mediante entrada ds oxfgero, elaborando
lusgo la mezcla de rwaccidn en forms andloga. Finalmente se
obtiene la substancia deseada WM ([}3—3,20—diceto—ll/?,170(,21-
trioxi-pregrneno) sn forwa cristalina y se identifice papelcroma-
togrdficamente.

#“n la siguiente tabla se resumen log datos de

ensayo caracterfsticos para los ejemplos 5 - 31:
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440.

445,

450.

BJENPLOS 32 —~ 35,

#n forma wmor lo cemds exactamente igual como ce
indica ¢n los ejemplos 4 - 31 se emplean <n los cnsayos de los
gjemplos 32 - 35 en cada caso 50 nartes vol. de glicol
propilénico como agente wue facllite la disolucidn, y
en cada caso 100 vartes vol, a¢ solucidn saling exenta de
¢lucose como disolvemnte, variando ¢l tismpo de¢ reaccidn
d&e acuerdo con lag condicionues de enssyo indicadas en la
siguiente tabla, Tembicrn ern la forma de trabajo que a continua-
cidn se indici, se puede obtenur de la substancia "gW
(Z}f—},EO—dioeto-l7~(,21—dioxi-pregneno) la substancia "P®
(Z}%—3,20—d105to—11/3,17 *&y 21-tridxi-pregreno ) en forna
cristalina, 1 vunto de fusidn G:l extracto bruto crbmato—
grafiado sobre gel d¢ sflice, despuds ae recristalizar una vez
el eluato de &ster acétioo?@u 185-2008 C. ul andlisis
papeleromatogrdfico y la reaccidn du color con dcido
sulfdrico concentrado, demusstran la identidad a: esta frac-

cidn cristalizada con la substancia '"EW,
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460.

470,

480,

EJEIPLO 36,

121 partes cn »oro de hijado de ternera,recicn
obtenido en el matadero y cortado on cublto: ,se homozeneiza
durante 3 winutog en un homogeneizador corn 100 partzs vol, de
una solucidn wcuosa gus contiene 0'232 vartes = neso de dcido
fumdrico. 1'8 nartez en peso de glucosu, 0'362 partegtn peso
de cloruro sdédico, 0'186 partes ¢n peso de cloruro potdsico,
0'356 partes en neso ds fosfato secundario sddico, OPF0SY partes
en peso du sulfato do magnesio, ajustdndose medisnte 1'2
partes vol, de lejfa de sosa cdustica 2 veces normsl a un
valor pH de T'42, Una vez homogeneizado, se lleva el pH
del homogeneizado, que estd en 6'74 por medio de 1'2 partes
vol. de lejfa de sosa cdustica 2 veces normal a pH = 7'42,

A esta mezcla g agrega 0'l parte en peso de substancia

g (Zﬁf-3,20—diocto—l7od,2l—dioxi—pregneno) ¥y ge homogerelzg
todavia durante 2 minutos, Se vierte la emulsidén a un
recipiente provisto de agitador y tubo para la cntrada de gas
v agltando, se hace pasar a 37¢ C.,oxfgenc por el termostato.,
Un exceso e <l GuBarrollo du egpume s:2 evite mediante estran-
gulacidn é=1 oxfgeno o bien msdiante zdicidn de pocas gotas ge
octanol, Despuds d¢ 30 uinutos el vzlor d= pH es de 7'10 ¥y
con 0'2 partes vol, ce lejfa o: sosz cdustica 2 vaces normal
se ajusta a 7'27; &l cabo de 120 minutos se adicionan
nuevamerte 0'2 partes crn peso de lejlfa do sosa cdustica 2
veces normal con objswto de obtoner un pH Gesde 7'12 hasta 7'26,.
Al cabo de 3 horaa-el valor cel pH es de TV20, AgiciOLando

30 ~artes vol, du deido clornfdrico 1 vews normal/lleva el
valor de nH a 3'30,nrocucididose una intensa procipitacidn
proteinica y un cambio do color ¢ la roluciorn nasta enton-
ces parde, ¢n gris-pardo,

Se¢ visrte la mezcla do reacceidr ¢n 3000 partes
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vol. dc acetona s so selars el reciniente d: roaccidn
por treg veces, cada ver con 250 rartes vol, d@ acutona,
Ing solucilones acetdénicas rmnidas go dejan reposar durante
15 horas a la temperaturs cel ambientz, Despuds ss seDarg
490, el precipitado mediarte suceidn Ge 1la golucidn am=rilla y
el residuo s¢ lava por trass veces, cads vez con 250 rnartes
vol, an acotona caliente, De las soluciores acetdnicas
reunicas se elimina nor comnlsto ls acetons on el vacfo. Ia
solueldn zcuosa resldual,as! comc las nreciritaciones y los
495, aceltus formados Gurante la evanoracidn, se transfieren
con 300 partes vol, d: Ester acdtico a un reciniente de
extraccion., Se saturs la fase scuosa mediante adicidn de
25 partes en peso de szl comin Yy s¢ extras por 4 veces, cada
vez con 100 partes vol, de dster acdtico. S¢ lavan las
500. soluclones éster acfticas rcunidas por dos veces, cada vez
con 60 partes vol, de agua y se oxtraen por 4 veces ,cads
vez con 50 partes vol. de solucidn saturade de bicarbonsto
gddico., Se rounen el agua del lavedo ¥ las goluciones de
bicarbonato y se oxtraen con 100 partes vol, d= £€ster acdtico.
505. Sz lavan las soluciones déster acfticas reunidas con 50
partes vol. ce¢ agua, luego con 50 partes vol, du £cido clorhf—
drico 0'l veces normal y a continuacidn todavia por tres veces,
cada vez con 50 partes vol., de¢ agua. La solucidn éster acdtica
de color amarillo-naranja se seca sobre sulfato =4dico anhidro,
510. sc filtra y sc¢ evapora en el vacfo hasta gecarle, Quedan como
extracto éster acdtico 3103 parfes en peso d: gelatina pardo-
clara de la que s¢ soparan cristales durante la noche,
Bl andlisis papel-cromatogrdfico de sste extracto
bruto indica, aparte d. la substencia "g$" no trunszformads,

515, la substancia upn (é}f-3,20—diocto—ll/6,l?n{,21—trioxi-pregneno),



o’

520,

225,

530.

535.

540,

545.

{98022 1

- 22 - "),5\%

Ie. papilla cristalina, do color rardo-~claro, se disuelve

en 10 partes vol, d&e una solucidrn compucsta de 75 partes vol.
de benzol y 25 vartes vol. de £ter y se cromatografia en forma
conocida sobre gel de sflice. Se alde con éter, &ter-clorofor—
mo en mezelasg, cloroformo, mezdlas 4. cloroformo-éster acdtico,
dster acdtico y mezclas de Suter sedtico vy metanol,

D¢ los eluatos de éster scitico y £ster acdtico-
metanol, cristaliza la substancia "PY, ledianto repetida
recristalizacidn en una mezela de dter-gootona-pentano y a
continuacidn en dter-acetona , se obtiene gz las fracciones
de la elucidn dster acdtica ¢l producto cristalizado,
rapelkcromatogrdficanente homogdneo que funde a 200-210¢ C.

Los cristales permiten su identificacidn a base de 1g reaccidn
de color con £eido sulfurico concentrado, como substancis

nEh (Zl%—3,20—d10ato—ll/5,17au,21—triéxi—pregneno) ¥ musstran
ur giro especifico de /a7 = 4 1569 (en alcohol). ILos cluatos
de la crouwatografis do 5elDdc eflice, en los que coexisten

lag substancias "pr y wgw mezeladas, se reunen con las lejiasg
rmadres de la recristalizacidn arribs citada, acetilando en
forma usual con anhidrido acético en piridina., Tos productos

de la acctilacidn se cromato.raffan sobre gel d= ¢flice, y
despues de evaporar 1os agentes de slucidn, se obtienen

log acetatos en forma crictalina., Los cristales que dén con
deido sulfurico corcentrado una fluorescencis amarillo-vordosa,
funden a 218-225¢ ¢, y mucstran ¢n dioxano el giro espeelfico
de ZF£75 = 4+ 1672 , rsprosentando por lo tanto el acetato de la
substancia tpv,

EJEIPIOS 37 - 42,

lin forma andloga como en las condiciones de ensayo

-del ejemplo 36, se trabaja en los ejemplos 37 - 42 con los



550,

560.

565,

570.

substratos racopilados en la siguixnte tabla, emplsdndose como
disolvente en el ejemplo 37 las 100 partes vol, y en los
ejemplos 38 := 42 para cada ejemplo 150 partes vol, de la
solucidn salina gque contiene glucosa, Tambien on estas condi-
ciones se consigue la introduccidn de oxigeno en posicidn

11" de la substancia "S"'(£2§4~3,20-dicat0—17°(,2l-dioxi-preg—
neno ). &l método de elaboracidn empleado segin ejemplo

36 conduce al aislamiento dc la substarcia "F" que furde s
200-2102 C. (A 4-3 ’ QO—diceto—llF s 17, 214‘brioxi—pregrleno Je

Se identifican loe cristales mediante andlisis pepekeronatogrd-
fico y reaccidn ds color con deido sulfurico concentrado,
mogtrando en etanol. el giro especifico /X7 D= + 1568,

EJEMPLO 37,

Bn egte caso se homogeneizan 121 partes on peso

de higado de ternera ,como en el Hjemplo 36,

BISPLOS 38 - 40.

como drgano gus contiene enzimas se introducen

en esgtos ensayos, cada vez 55 partes cn peso de higado de
conejo,por lo demds en forma andloga como en el cjemplo 36,
EJEMPLOS 41 y 42,

Como fuente enzimica se emplcan en estos ensayos

83 partes en peso Ge rifiones d%ternera en lugar de los higados,
en condiciones por lo demds idinticas sl ejemplo 36.

Los demds datos de ensayo en que estdn basados 1los
ejemplos 37 - 42 se encuentran recovilados en la siguiente

tablag
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290,

295,

600.
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Descrita suficientemsnte la naturaleza del invento,
as! como la maneras de realizarlo en la préctica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormante indicadas son
susceptibles de modificaciones s detalle, en cusnto no alte—
ren su principio fundamental. Tambien se hace constar gue el
invento corresponde a uns patente presentada en Sulza con

echa 26 de mayo de 1950, n¢ 56,861, acogidndose a 10s bene-

ficios que conceden los Cornvenios Internacionalses en vigor, y
siendo lo que constituye su esencia y por lo que se solicita
Patente de Invencidn,por 20 afios en Egpafia: "Procedimiento
para la introduccidn de oxfgeno en esteroides"; caracterizdn-
dose ypor lo siguiente:

12.= Procedimiento para la introduccidén de oxTgeno
en esteroides, caracterizdndose porque se tratan esteroides ’
sustituidos en el ciclo "C¢" ,con oxIgeno o agentes que lo
desarrollan, en precsencila de engimas y substratos gue les
corresponden, ailslando los ll-oxiesteroides formados,

22,= Procedimi:nto, segn roivindicacidn 18, carac—

no

terizado porque se emplean como agentes gue desarrollan ox{Igeno,

el perdxido de¢ hidrdgeno o bien compuestos gque forman
perdxido de hidrdgeno.

32.= Procedimicnto, segin reivindicaciones 12 y 28,
caracterizdndose porque sge cmplean las enzimas cn forme de
preparados de dSrganos, |

42.= Procedimicnto,scgUn reivindicaciones 182 - 38
caracterizado porque sSe emnlean como prerarados de drganos,
cortes de drganos, homogenisatos de Brganos o bién mezclas

d= loe mismuos.



605.

610.

513,

520,

225,

52.= Procedimiento, segin reivindicaciones le& - 48,
caracterizado porque se emplean preparados de drganos proce-
dentes de gldndulas suprarrenales, rifiones, hfgados o mezclas
de los mismos,

62.= Procedimisnto,segin reivindicaciones 1& - 58,
caracterizado porque Se emplcan como substratos enzfmicos las
substanclas que como substratos pertenecen al sistema
ciclofordsico.

7¢,= Procsdimiento,segin reivindicaciones l& - 58,
caracterizdndose norque se emplean como substratos enzimicos
los compuestos pertenecientes al ciclo dzl dcido citrico o
vecinos g1 mismo,

82.= Procedimiento,segin reivindicaciones l& - 5e,
caracterizado porque se cumplea dcido ascorbinico como -
substrato enzimico.

92.= Procedimiento,segqin reivindicaciones 1& - 8e,
caracturizado porgue se trabaje en condiciones de ambiente
favorables para las enzimas,

102.= Procedimiento segin reivindicaciones 1& - Qs,
caracterizado porque se¢ realiza la reaccidn en la zona del
valor pH entre 6'5 y 9.

11#,= Procedimiento oara la introduccidén de oxfgeno
en esteroidés; tal vy como gqu:ida substancialmente descrito en
la presente memoria, que consta de veintiseis hojas escritas

a mdquine por una sola cara,
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