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"Procedimiento para la introducción ¿e oxígeno en asteroides".

SOLI CITANTE -: C I B A ,  B o c iá tá  Anonyme,

domiciliada en Basilea, Suiza.

P o m a  objeto da la presente invención un proce­

dimiento para la introducción de oxígeno en la posición 

"1 1 " de esteroides.
Los esteroides con oxígeno en posición "11 repre 

sentan importantes compuestos. Así,por ejemplo , las hormonas 
aórtico-suprarrenales poséan tales grupos en posición "1 1 ", 
como por ejemplo , la córticosterona, la 11-dehidrocórticos- 
terona, la 17 ot -oxicórticosterona y la 17^ -oxi-ll-dehidro- 
oórti eost erona. Por tanto, un procedimiento para obtener tales 

compuestos tiene la máxima importancia.
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Ya se conoce el hecho de obtener esteroides con 
oxígeno en posición "11", Corrientemente se parte en este caso 
de 12—oxicompuestos, se desdobla de ellos, por ejemplo, agua y 
mediante una adecuada reacción intermedia, se fija agua sobre 
el enlace doble íormado. Pero, este procedimiento resulta 
muy complicado y se desarrolla además con un rendimiento des­
favorable» Hitiiuamente se ha intentado introducir por vía 
biológica en esteroides directamente un oxigrupo en posición 
"1 1 " por medio de perfusión con glándulas suprarrenales 
supervivientes pero, para una realización tácnica este pro­
cedimiento resulta apenas practicable. Por eso se sustituye­
ron las glándulas suprarrenales intactas, por cortes en las 
mismas u homogenisatos . Pero, en este caso no han podido 
obtenerse productos de oxidación cristalizados y se supuso 
la formación de los 11-oxioompuestos tan solo por un test 
biológico.

Ahora bien; de acuerdo con la presente invención 
se puede introducir de una manera sencilla oxígeno en posición 
"1 1 " de los esteroides, si se tratan en el ciclo "a" esteroi­
des no—sustituidos con oxígeno o con agentes que desarrollan 
oxígeno,en presencia de enzimas y de substratos que les: 

corresponden, aislando despuós los 11—oxiesteroides formados.
Los esteroides no-sustituidos en el ciclo "O" , 

empleados de acuerdo con el presenta procedimiento, pueden 
estar saturados o bien podrán mostrar enlaces dobles, por 
ejemplo en posición "3", "4", »5*>, "6", "7", "8", "9", "1 1 »,
"16" y/o "17". Especialmente se emplean materias primas 
que pertenecen a la serie de androstano, pregnano,esterina o 
sapogenina y que están sustituidas por ejemplo, en posición 
"3" , "14", "16", "17", «20» y "2 1" ,por ejemplo por grupos
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oxi.u 0X0 libres o funcionalmente conjugados, como por 
grupos aciloxi, por ejemplo, acetoxi,propioniloxi, benzoiloxi, 
o toelloxij por grupos alcoxi, por ejemplo, metoxi o etoxi; 
por oxogrupos enolizados o acetalizados; por grupos carooxíli— 
eos libres o funoionalmerte conjugados, por ejemplo grupos 
nitrilo o grupos carboxílicos esterificados; por grupos epoxi 

o por átomos de halógeno.
Las materias primas pueden ser de cualquier confi­

guración esférica. Particularmente valiosos resultan por 
ejemplo /\4-3,20-diceto-21-oxi-pregnenos; 4-3,20-diceto-
1 7,21-dioxi-pregnenos j 3^»5°t” 0 bien 5̂ }-endrosterones 
respectivamente sus ásteres y éteres, colesterinas o dicegeni- 
nas. Caso de ser preciso, se protegen de una manera intermedia? 
ria enlaces dobles existentes en los esferoides,duran te la 
oxidación, en forma d<^or sí conocida, por ejemplo, mediante 
saturación con hidrohalógeno o mediante transformación en

isosteroides pentacíclicos.
A los efectos del tratamiento con oxígeno, se 

conduce,por ejemplo, oxígeno por encima o a través de la 
mezcla de reacción. Como agentes que desarrollan oxígeno se 
emplea por ejemplo, peróxido de hidrógeno o compuestos que lo 
desarrollan, por ejemplo, en presencia de catalasa.

Se emplean las enzimas especialmente en forma de 
preparados orgánicos, tales como órganos desmenuzados, cortes 
de órganos, homogenisatos de órganos ricos en enzimas, por 
ejemplo glándulas suprarrenales, riñones o hígados, o bien 

mezclas de los mismos.
Se mantienen lasjénzimas activas mediante adición 

de substratos adecuados y manteniendo las correspondientes 
condiciones del ambiente. Se emplean en especial como
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substratos aquellos del sistema ciclofo-rásico, y/o los compues­
tos que pertenecen, o son vecinos, al ciclo del ácido cítrico, 
por ejemplo, ácido cítrico, aconítico, isocítrico, oxalsuccí- 
nico,c¿-cetoglutárico, succínico, fumárico, malico, piro- 

75. racómico , oxalacótico; pero también ácido malárico, glutá- 
rico, adipínico, glutaminico, asparagínico; asparagina, 
alanina, glicocola, eerina; además ácido ascorbínico, láctico 
dioxitártrico, prolina, triosina, triptofano, respectivamente 
mezclas de los mismos.

80. Con objeto de mantener ciertas condiciones del
ambiente, se trabaja en medio acuoso, adicionando al mismo 
adecuadamente componentes de soluciones fisiológicas, tales 
como hidratos de carbono, sales inorgánicas y/ti orgánicas, 
por ejemplo fosfato sádico, cloruros alcalinos, sulfato de 

85. magnesio o acetato sádico. Por medio de las adiciones salinas 
se quiere en particular mantener el valor pH y la intensidad 
de iones de la soluoián de reacción dentro de la zona áptima.
Se realiza la reacción preferentemente a un valor pH = 6*5 - 
9'O y una concentración salina de O'5-0'01 molar. De acuerdo 

90. con estos valores,se podrá también emplear como medio de
reacción un líquido fisiológico, por ejemplo plasma. En tal 
caso se agrega ventajosamente un agente conservador, por 

■ ejemplo , penicilina. También podrán adicionarse al medio
de reacción, agentes que facilitan la disolubilidad, tales 

95. como glicol etilénico o propilánico,0 bien agentes de disper­
sión, por ejemplo, fosfolipoides.

Se aíslan los 1 1-oxisteroides de la mezcla de 
oxidación,según las materias primas o medios de reacción 
que se hayan empleado, de acuerdo con métodos de por sí 

100. conocidos, por ejemplo, realizando procedimientos - separadores,
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cromatografía, recristalización y análo-gos.
fín los siguientes ejemplos se describe la inven­

ción más detalladamente , rigiendo entre parte en peso y 
parte volumétrica la misma relación existente entre el gramo 
y el cartimetro ciíbico. Las temperaturas se indican en 

centígrados.

EJEMPLO 1.
Una solución de 1 parte en peso de desoxicórticos- 

terona en 20 partes vol. de glicol etilónico, se adiciona a 
980 partes vol. de una mezcla compuesta de 900 partes vol. 
de citrato de plasma bovino, 80 partes vol. de glicol 
etilónico y 1 parte en peso de ácido ascorbínico. El valor 
pH de esta solución se restablece mediante lejía de sosa 
cáustica O'l veces normal al valor primitivo pH del citrato 
de plasma antes de haber agregado el ácido ascorbínico.
900 partes vol. de dicha mezcla se calientan en el termostato 
a 37fi G., adicionando 60 partes en peso de cortes reción 
preparados de glándulas suprarrenales procedentes de reses 
vacunas que acaban de ser sacrificadas. Asimismo se cortan 
60 partes en peso de glándulas suprarrenales de buey en 
pequeños pedazos y se nomogeneizan durante 2 minutos en un 
homogoneizador con 80 partes vol. de la solución antes men­
cionada de plasma de desoxicÓrticosterona. La papilla así 

obtenida se agrega a la solución en el termostato, ya 
provista de cortes, enjuagando ulteriormente con 20 partes

vol. de plasma.
Se mantiene la mezcla durante 4 hora a 376 C.» 

movióndola de ve2 en cuando un poco. Una vez igualada la 
temperatura, se agregan en el transcurso de 2 horas 100 partes 
vol. de una. solución acuosa de peróxido de hidrógeno al l'O3#
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ĉ ue contiene un 10$ de glicol otilénico. Al cabo de otra3 

2|f horas se enfria a la temperatura del ambiente y después 
se prensa la mezcla de reacción a través ele un filtro de 
tela. Se clarifica la solución turbia que pasa por el filtro, 
mediante centrifugación durante 1 hora, a 2000 rev.por minuto, 
uniendo el residuo obtenido ñor centrifugación con el residuo 
que quedó en el filtro de tela.

Por separado se trata con disolventes orgánicos la solu­
ción de plasma y el residuo de filtración,compuesto en su mayor 
parte de partes de órganos. 3e extrae la solución de plasma con 
áster acético hasta que éste aparezca incoloro. A los efectos de 
una separación clara de las capas se centrifugan las soluciones de 
extracción durante ¿ hora a 2000 Tev.p.m.,sacando siempre mediante 
sifón las capas de éster acético que se formen. De esta manera se 
obtienen 3*9 partes en peso de extracto que se fraccion^éiediante 
distribución escalonada entre metanol y heptano. Las fracciones de 
metanol contienen los asteroides y se distribuyen nuevamente entre 
heptano y metanol,y después se aeotilan a la temperatura del 
ambiente en piridina oon anhídrido acético, el producto así 
obtenido muestra en el examen papel-cromatográfico una mezcla 
de acetato de desoxicórticosterona y córticosterona. A los 
efectos de la separación se cromatografía en gel de sílice.
Los eluatos de benzol-éter contienen principalmente desoxi­
córticosterona no transformada. En cambio, el producto de 
oxidación solo se separa de la columna cromatográfica por disolu­
ción oon mezclas de éter-áster acético. Después de la saponifica­
ción mediante carbonato sódioo en solución acuosa-alcohólica, se 
obtienen cristales que funden (después de concreción) a 179-l8lfi 
C.,mostrando un giro óptico de ^ 220£ (en alcohol),
dando oon ácido sulfúrico concentrado la reacción de color
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característica para la córticosterona ( fluorescencia amari1 1o- 

vercLosa^
Los residuos de órganos obtenidos a partir de la 

m e a d a  de reacción mediante separación y centrifugación, se 
extraen , durante 40 ñoras con acetona. La solución acatónica, 
que contiene el agua contenida en los órganos y en el plasma : 
adherido, se libra de la acetona en el vacío por chorro de 
agua, ni residuo acuoso ee extrae varias veces con éter 
y después de evaporar el éter, se obtienen 4’3 partes en 
peso de extracto etérico que se sigue tratando en forma 
parecida al extracto de áster acético del plasma, primero 
se procede a una distribución escalonada y repetida entre 
heptano y metanol. Fuevamorte se acetilan las fracciones de 
metanol con anhídrido acético en piridina y se separa la 
mezcla de acetilación,después de eliminar por completo la 
piridina y ¿ 1 exceso de annidrido acético, mediante croma­
tografía on gel de sílice. Saponificando ros eluatos éter— 
áster acéticos y recristalizando,se obtiene el misnDoaapues- 

tojeomo en la elaboración del extracto de plasma.

EJitlrPLO 2.

159 partes en peso de glándulas suprarrenales bovi­

nas, finamente cortadas ,se homogeneizan durante 5 minuoos 
en un nomogeneizador con 900 partas vol. de una solución 
acuosa que contiene ú*4 partes en peso de fumarato sódico,
36 partes en peso de glucosa, 7 '24 partes da cloruro sódico, 
3'72 partes en peso de cloruro potásico, 7'14 partes en 
peso da fosfato secundario sódico y 1*98 partes en peso 
de sulfato de magnesio. A este homo gene i zado se agíega 1 
parte en peso de dasoxiedrticosterona y se homogeneiza 
durante 2 minutos a la máxima velocidad de vueltas p.m.
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la papilla formada se ajusta con 20 partes volumétricas 
de ácido clorhídrico 1 vez normal , a un valor pH de 
6'62 (determinación de pH mediante electrodo de cristal) 
y se homogeneiza nuevamente , durante 2 minutos.

195. Se vierte la mezcla de reacción en un recipiente provis­
to de agitador y se aclara ulteriormente con 100 partes 
volumétricas de agua. El valor pH de la emulsión se 
lleva mediante 20 partes vol. de ácido clorhídrico 1 

vez normal a un valor de 6'62 (determinación de pH mediante 

200. electrodo de cristal ). Se mantiene la mezcla de reac­
ción a 27® 0. y agitando continuamente , se agregan en 
el transcurso de 2-|r horas, 150 partes vol. de una solución 
al 15$ dvi peróxido de hidrógeno . Durante la ñora siguiente 
se agregan todavía, a gotas, lo partes volumétricas de 

205. 1 una solución al 30$ de peróxido de hidrógeno . Tan pronto 
cede el desarrollo del oxígeno, se agregan en cada hora 
0'05 partes en peso de un preparado comercial de caealasa, 
con objeto de conseguir con seguridad, al cabo de 4 horas, 
la descomposición de peróxido de hidrógeno eventualmente 

210. aun presente. Al cabo de un periodo total de reacción 
de 4 horas, se adicionan a la solución 30 partes 
volumétricas de ácido clorhídrico 1 vez normal, siendo 
ahora el valor de pH = 5'10 en la mezcla provista de 
un fuerte precipitado proteínioo. Luego se agregan a la mezcla 

215. de reaccién 800 partes vol. de éster acético y se agita
bien durante 1 hora a 37® 0. A continuacién se centrifuga 
la mezcla* Se saca mediante sifón la capa superior de 
éster acético y se trata la fase acuosa y el precipitado durante 
la noche en la misma forma con 500 partes vol. de éster 
acético. Al cabo de cada 2 horas se repite dicha extracción220
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por tres veces hasta que la capa áster-acética quede incolora.
Sobre sulfato sádico anhidro se secan, las solucio­

nes reunidas áster-acéticas y se evapora la solución filtrada 
en el vacío hasta secarla. El producto sami-sólido que 
queda, se absorbe en metanol saturado con heptano, diatribu- 
yerdblo en 6 escalones entre una mezcla que cada vez contiene 
400 partes voll de heptano y 400 partes vol. de metanol. Se 
reúnen las soluciones de metanol de las fases 1 - 5 y se 
obtienen 5'82 partes en peso de una masa semi-sólida,pardo- 
amarilla. El análisis papel-cromatográfico de este extracto 
bruto muestra, aparte de desoxicórticosterona no-transformada, 
también córticosterona. Al objeto de aislar el producto 
de oxidación, se cromatografía el extracto bruto en forma 
conocida, en gal de sílice. Los eluatos de éter y 
cloroformo contienen desoxicórticosterona , y loa eluatos 
con cloroformo-á^ter acético y áster acético contienen la 
córticosterona, pudiendo reconocer ésta fácilmente con la 
reacción de ácido sulfúrico (fluorescencia verde-amarilla).
Se acetila esta fracción de córticosterona en piridina con 
anhídrido acético, y, después de r~cristalizar en acetona- 
éter, se obtiene el acetato de córticosterona que funde a 
143-1498 C. Le dicho acetato se obtiene la córticosterona 
en forma de finos cristales, después ue saponificar con 
carbonato potásico y finalmente recristalizar, funde a 
179 - 1826 0. y muestra un giro específico de - 2236 (en

alcohol).

EJEMPLO 3.
113 ¡artes en peso de glándulas suprarrenales 

bovinas, finamente cortadas, se homogeneizan durante 5 minutos 

en un homogeneizador con 250 partes vol. de una solución
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acuosa que contiene 0'574 parces en peso de ácido fumárico,
4*5 partes en peso de glucosa, 0*91 partes en peso de fosfato
secundario sádico, 0'25 partes en peso de sulfato de magnesio

de sosa
y 25 partes vol. de una lejía/cáustica 0*1 veces normal. A 
este homogenisato se agrega 1 parte en peso de desoxicárticos 
terona y se vuelve a homogeneizar durante 2 minutos, hl pH 
de esta emulsián es de 6*78. Se vierte en un recipiente 
provisto de agitador y tubo de introduccián de gas y, 
agitando y metiendo oxígeno,se mantiene durante 5 horas a 
37a c. Se aclara el homogoneizador con 50 partes vol. de 
agua. Se introduce el líquido de reaccián en 1500 partes vol. 
de acetona y se aclara ulteriormente por dos veces, cada 
vez con 200 partes vol. de acetona. Mediante filtracián 
por asniracián se separan las soluciones reunidas del pre­
cipitado. Se lava el residuo por tres veces, cada vez con 
200 partes vol. de acetona caliente. Las soluciones de 
acetona reunidas se libran de la acetona en el vacío de 
chorro de agua. La solucián acuosa que queda se aclara, junto 
con el precipitado formado al evaporar la acetona y con el 
aceite que se separa, mediante 400 partes vol. de cloroformo 
en un recipiente de extraccián. Por 4 veces se repite, cada 

vez con 40& partes vol. de cloroformo, la extraccián de la 
capa acuosa. Las últimas extracciones de cloroformo son 
casi incoloras, en cambio las primeras dos tienen un fuerte 
color amarillo-pardo. Se reúnen los extractos de cloroformo, 
se secan sobre sulfato sádico anhidro y se evapora la solu­
cián filtrada en el vacío hasta secarla. Gomo residuo de la 
evaporacián quedan 14*5 partes en peso de un producto pardo 
oscuro, £1 análisis papel-cromatográfico muestra aparte de 
la desoxicorticosterona no transformada, el producto oxidado
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en posición "1 1 " ,o sea la cérticosterona.
Se disuelve el extracto 'bruto en 250 partes vol. 

de éter y se extrae esta solución cada vez con 200 partes 
vol. de una solución saturada de carbonato sódico. La solu­
ción etórica clara, de color amarillo, se adiciona en 
seguida con 50 partes vol. de ácido clorhídrico O'l veces
normal y se lava por dos veces , cada vez, con 50 partes vol. 
de agua. Las emulsiones así resultantes se rompen por medio 
de una adición cíe 5 partes vol. do metanol y se evapora la 
etérioa hasta secarla, obteniendo como residuo seco 
4'2 partes en peso de una papilla amarillo-parda que se 
cromatografía en forma usual en gel de sílice. Los eluatos 
de éter y cloroformo se componen de desoxicérticosterona 
no transformada. Los extractos de cloroformo-éster acético 
dán, después del análisis papeleromatográfico una mezcla de 
desoxicérticosterona y cérticosterona,mientras los eluatos 

ds éster acético contienen cérticosterona y un producto
de color amarillo. Se reúnen las fracciones que contienen 
cérticosterona, cromatografiando, nuevamente en gel de 
sílice. Después de recristalizar se obtiene la cérticosterona 

que funde a 1752 G. Este producto sa acetila como en el 
Ejemplo 2 y se purifica el producto ds acetilación mediante 
varias recristalizaciones. Los cristales funden a 140-1462 C. 
y su giro específico es de ** 219fi (en alcohol), dando
con ácido sulfúrico concentrado la reacción de color conocida. 
En el análisis papel-cromatográfico se vé que es un producto 

uniforme da acetato do cérticosterona.

EJEMPLO 4.
53 partes en peso de glándulas suprarrenales 

bovinas de reses recien sacrificadas se homogeneizan durante
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3 minutos en un homogeneizador con 100 partes vol. de una 
solución acuosa que contiene O 1232 partes en peso de ácido 
fumárico, 1 ’ 8 partes en peso de glucosa, O ' 362 partes en peso 
de cloruro sódico, 0'l8ó partes en peso de cloruro potásico, 

0'356 partes en peso de fosfato secundario sódico , 0'099 
partes en peso de sulfato de magnesio, ajustando con 4 partes 
yol. de lejía cíe sosa cáustica a un valor pH de 7'28. Despuás 
de la homogeneización se ajusta el homogenisato cuyo valor 

pH es de 6 '73, a pH = 7'22 por medio de 0'5 partes vol. 
de lejía de sosa cáustica 2 veces normal. A esta mezcla se 
agregan 20 partes en peso de glicol propilónico, se homogenei- 
za durante 1 minuto y se adicionan 25 partes vol. de glicol 
pronilónico que contienen disueltas O'l partes en peso de la 

substancia "3" ( A  ̂-3,20-diceto-17od ,21-dioxi-pregneno), 
se lava ulteriormente con 5 partes vol de glicol propilónico 

y se homogeneiza todavía durante 1 üf minutos. Se vierte la 
emulsión en un recipiente provisto de agitador y tubo para la 
entreda de gas y se hace pasar oxígeno en el termostato a 37® C. 
agitando. Se evita un desarrollo demasiado intenso de espuma 
mediante estrangulación de la entrada de oxígeno o bien por 
medio de adición de algunas gotas de octanol. Al cabo de 
30 minutos el valor del pH es de 7'27 y al cabo de 3 horas de 
7'20. Adicionando 12 partes vol. de ácido clorhídrico 1 vez 
normal se ajusta el pH a 3'75 produciéndose una fuerte 
precipitación proteínica y cambio de color de la solución 
hasta entonces rojo-parda a gris-pardo.

3e vierte la mezcla cié reacción en 2000 partes vol. 
de acetona y ss lava por,tres veces el recipiente de reacción, 
cada vez con 100 partes vol. de acetona. Las soluciones 
de acetona reunidas se dejan reposar durante 15 horas a la335.
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temperatura del ambiente. Después se separa el precipitado 
mediante filtración por succión de la solución amarilla y 
se lava el residuo por tres veces, cada vez con 100 partes 
vol. de acetona caliente. En el vacío se elimina por completo 

330. la acetona de las soluciones acetónicas reunidas. La solu­
ción acuosa restante,así como las precipitaciones y aceites 
formados durante la evaporación se transfieren con 200 partes 

vol. de éster acético, a un recipiente de extracción. Se 
satura la fase acuosa mediante adición de 25 partes en peso 

335, Q3 sal comán y se extrae por 4 veces cada vez con LOO partes 
vol. de éster acético. Las soluciones de éster acético 
reunidas se lavan por dos veces, cada vez con 60 partes vol. 
de agua y se extraen, también por dos veces, cada vez por 
medio de 40 partes vol. disolución saturada de bicarbonato 

340. sódico, 3e reúnen el agua de lavado y las soluciones de
bicarbonato y se extraen con 100 partes vol. de éster acético. 
Se reúnen las soluciones éster acéticas y se lavan primero 
con 50 partes vol. de agua y después con 50 partes vol. de 
ácido clorhídrico O'Ol veces normal. Se seca la solución 

345. éster acética, de color amarillo naranja, sobre sulfato 
sédico anhidro, se filtra y se evapora en el vacío hasta 
secar. Quedan como residuo de extracto éster acético 3’4 
partes en peso de una masa cristalina viscosa, de color pardo

350.

4

oscuro.
El análisis pape Cromato gráfico de dicho extracto 

bruto muestra, aparte de substancia no transí orinada "S", la 
substancia »P» ( A  +-3,20-diceto-ll /».17 ̂ , 21-trioxi-prsgnano).
La papilla cristalina de color pardo oscuro se disuelve en 
10 partes vol. de una solución de 50 partes vol. de benzol y 
50 partas vol. de éter, se cromatografía en forma usual soore355 o
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360.

365.

370.

375.
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385.

gel de sílice y se elúe con éter, méselas de éter-cloroformo, 
cloroformo, mezclas de cloroformo-áster acético, áster acético,

mezclas de áster acético-metariol.
De los eluatos cié cloroformo cristaliza, después 

da evaporar, la substancia "S" no transformada .y ele los 
eluatos clister acático y áster acático-mezanol se ootiene la 
substancia "F". Rscristalizando varias veces en una mezcla 
de áter-acetona-pentano y a continuación en éter-acetona, 

se separa en poca cantidad, de las fracciones ae la 
elucián, áster acático, un aceite amarillento , secundario, 
que dificulta grandemente la cristalización. El producto 
cristalizado, papelcromatO'gráficamente uniforme, funae a 
200-210» C. y/muestra ninguna depresión del punto de fusión 
en mezcla con substancia "E" analíticamente pura, pueden 
identificarse los cristales, a base de la reacción ae color- 
con ácido sulfúrico concentrado, resultando ser la substancia 
iip" y mostrando un giro específico ae ¿oC? = + 1568 (~n 
alcohol). Los eluatos de cloroformo-áster acático, que aparte 
de la substancia »F" contienen todavía substancia "3" , se 
separan en sus componer tes mediante nueva separación cromato- 
gráfica en gel de sílice. Los emáu eluatos de la cromatografía 
de gel de sílice, donde están presentes mezclas de substancias 
iipit y 1.311 se reúnen con las lejías madres de la recristali- 

zación arriba mencionada, acetiiando en forma usual con 
anhídrido acático en piridina. Los productos do acetilación 
se cromatografían sobre gel de sílice, obteniendo después 
de evaporar los agentes de elución,los acetatos en forma 
cristalina. Los cristales de fluorescencia amarillo-verdoso 
mediante ácido sulfúrico concentrado,representan el acetato

de "F" puro. Funden a 218-225» C. y muestran or. dio^no un
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giro específico de " * 1672.

EJEILPfO 5 - 3 1 .
EJEUPL03 5 ~ 24.,..,,
Exactamente un la misma forma que se descrioe 

detalladamente en el fjampio 4, se realiza en los siguientes 
ejemplos con los substratos indicados la reacción y elaooraci<5n 

de la mezcla de reacción. En concepto de órgano conteniendo 
enzimas, se emplean las glándulas suprarrenales bovinas y 
como materia prima para la oxidación del esterólas, en cada 
baso O'l parte en peso ao la substancia "3" ( ,  20-üicuto- 
1 7 21-dioxi-prsgneno). Caso de sur necesario, s« reoaja el 
título del valor pH ae la mezcla de reacción, mediante adición 
de lejía de sosa cáustica 2 veces normal/con ácido clorhídrico 
2 veces normal, en determinados intervalos, hasta volverlo al 
valor correspondiente al comienzo del ensayo. Como agente que 
facilita la disolución so adicionan en cada caso 50 narres 
vol. de glicol propilónico, en la forma aetallada en el 
ejemplo 4. En estos ejemplos so utilizan en concepto de 
disolventes ,en cada caso 100 partes vol. de una solucxón 
acuosa que, aparte de la substancia del substrato, contiene 
además las siguientes adiciones: 1*8 partes en peso ae 
glucosa. 0*362 partes un poso de cloruro sódico. 0*356 partes 
en peso de fosfato secundario sódico. 0'099 partes en peso de 
sulfato do magnesio y tanta lejía de sosa cáustica como resulta 
necesaria para conseguir una titración a un pH de 7*5. Y duran­

te la reacción se nace siempre pasar oxígeno.

EJEMPLO 25.
pe una manera analoga como se realiza la sucesión 

de reacciones y los mótodos de trabajo descritos en los 
ejemplos 4 - 24, se emplean en este caso como agentes para
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435.
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facilitar la disolución, en lugar áe glicol propilónico, 50 
paites vol. de glicol etilónico, por lo demás en forma exacta­
mente igual.

EJUPIO3 26 - 31 .
En las mismas condiciones de ensayo como se observan 

en los ejemplos 4-25» se renuncia en los ensayos de los ejemplos 
26 - 31 al empleo de un agente para facilitar la disolución, 
empleando en lugar de solo 100 partes vol. de solución 
salina conteniendo glucosa, 150 partes vol. como disolvente.
Se agrega en cada caso O'l parte en peso de la substancia a 
oxidar "S" (/N^-3,20-dioeto-17°A ,21-dioxl-pregneno ) en forma de 
polvo fino directamente al homogenisato y se nomogeneiza todo 
nuevamente durante 3 minutos. A continuación, y siguiendo 
el procedimiento detalladamente descrito en el ejemplo 4> 
se hace reaccionar mediante entrada de oxígeno, elaborando 
luego la mezcla de reacción en forma análoga. Finalmente se 
obtiene la substancia deseada "P" ( A 4-3  , 20-diceto-ll j3 ,17<* ,21- 
trioxi-pregneno) en forma cristalina y se identifica papelcroma- 
tográficamente.

En la siguiente; tabla se resumen los datos de 
ensayo característicos para los ejemplos 5 - 31;

já
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EJEMPLOS 32 - 35.
En forma por lo demás exactamente igual como se 

indica en loa ejemplos 4 - 31 so emplean en los ensayos de los 
ejemplos 32 - 35 en cada caso 50 partes vol. de glicol 
propilónico como agente gue facilite la disolución, y 
en cada caso 100 partes vol. de solución salina exenta de 
glucosa como disolvente, variando el tiempo de reacción 
de acuerdo con las condiciones de ensayo indicadas en la 
siguiente tabla. También en la forma de trabajo que a continua­
ción se indica, se puede obtener de la substancia "3"

3,20-diceto-17«¿ ,21-dioxi-pregneno) la substancia "P" 
(/\4-3,20-diceto-ll^ ,17 ce, 21-trióxi-prugneno ) en forma 
cristalina. El runto de fusión del extracto bruto cromato-
grafiado sobre gel de sílice, deapuás ua recristalizar una vez

es
el eluato da óster acótico/de 185-200S 0. El análisis 
papelcromatográfico y la reacción da color con ácido 
sulfúrico concentrado, demuestran la identidad de esta frac­

ción cristalizada con la substancia "E".
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455. EJEMPLO 36,
121 partes en peno de hilado do ternera,recien

obtenido en el matadero y cortado on cubitos ,se homogeneiza 
durante 3 minutos en un homogoneizador con 100 partas vol. de 
una solución acuosa que contiene 0'232 partes en peso de ácido

460. fumárico. 1'8 partes en peso da glucosa. 0'362 partean peso 
de cloruro sódico, 0'186 partes en peso de cloruro potásico, 
0*356 partes en peso do fosfato secundario sódico, OF099 partes 
en paso ae sulfato de magnesio, ajustándose mediante 1*2 
partes vol. de lejía de sosa cáustica 2 veces normal a un 

465. valor pH cié 7'42. Una vez homogeneizado, se lleva el pH
del homogeneizado, que está en 6*74 por medio de 1 '2  partes 
vol. de lejía de sosa cáustica 2 veces normal a pH <= 7'42.
A esta mezcla se agrega O'l parte en peso de substancia

470, todavía durante 2 minutos. Se vierte la emulsión a un
recipiente provisto de agitador y tubo para la entrada de gas 
y agitando, se hace.pasar a 37® G.,oxígeno por el termostato. 
Un exceso en el desarrollo de espuma se evita mediante estran­
gulación del oxígeno o bien mediante adición de pocas gotas se  

475. octanol. Despuós de 30 minutos el valor de pH es de 7'10 y 
con 0'2 partes vol. ae lejía as sosa cáustica 2 veces normal 
se ajusta a 7'27; al cabo cíe 120 minutos se adicionan 
nuevamente 0* 2 partes en peso do lejía do sosa cáustica 2 

veces normal con objeto de obtener un pH desdo 7'12 hasta 7'26.
48o. Al .cabo cío 3 horas el valor del pH es de 7'20. Adicionando

se
30 ■artes vol. do ácido clorhídrico 1 vez normal/lleva el 
valor do pH a 3'30,produciéndose una intensa precipitación 
proteínica y un cambio de color c.o la solución hasta enton­
ces parda, on gris-pardo.

485. Se vierte la mezcla do reacción en 3000 partes
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vol. de acetona ,/ se aclara el recipiente di reacción 
por orea veces, cada vea con 250 partes vol. de acetona, 

las soluciones acetónicas reunidas se dejan reposar durante 
15 ñoras a la temperatura del ambiente. Después se separa 
el precipitado mediante succión de la solución amarilla y 
el residuo se lava por tres veces, cada vez con 250 rartes 
vol. o..-, acetona caliente. De las soluciones acetónicas 

reunidas se elimina por completo la acetona en el vacío. La
solución acuosa residual,así como las precipitaciones y los 
aceites formados durante la evaporación, se transfieren, 
con 300 partes vol. de áster acético a un recipiente de 
extracción. Se satura la fase acuosa mediante adición de 
25 partes en peso de sal común y se extrae por 4 veces, cada 
vez con 100 partes vol. de óster acético. Se lavan las 
soluciones óster acéticas reunidas por dos veces, cada vez 
con 60 partes vol. de ajaa y se extraen por 4 veces ,cada 
vez con 50 partes vol. de solución saturada de bicarbonato 
sódico. Se reúnen el agua del lavado y las soluciones de 
bicarbonato y se extraen con 100 partes vol. de óster acético. 
Se lavan las soluciones óster acéticas reunidas con 50 
partes vol. de agua, luego con 50 partes vol. de ácido clorhí­
drico O'l veces normal y a continuación todavía por tres veces,
cada vez con 50 partes vol. de agua. La solución 

de color amarillo-naranja se seca sobre sulfato ; 
se filtra y se evapora en el vacío hasta secarla

óster acética 
ódico anhidro, 
Quedan como

extracto óster acético 3'03 partes en peso de gelatina pardo- 
clara de la que se soparan cristales durante la noche.

El análisis papel-cromatográfico de este extracto 
bruto indica, aparte de la substancia "S" no transformada, 
la substancia "P" (¿^-3,20-dicoto-liyí , 21—trioxi-pregneno ),
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La papilla cristalina, du color pardo-claro, se disuelve 
en lo partes vol, de una solución compuesta ¿e 75 partes vol. 
de benzol y 25 partes vol. de éter y se cromatografía en forma 
conocida sobre gal de sílice. Se alúe con éter, áter-clorofor­
mo en mezclas, cloroformo, mezclas de cloroformo-óster acético, 
áster acético y mezclas de áster acético y metanol.

fe los eluatos de áster acético y áster acético— 
metanol, cristaliza la substancia "F". Mediante repetida 
recristalización en una mezcla de éter-acetona—pentano y a 
continuación en éter—acetona , se obtiene de las fracciones 
de la elución áster acética el producto cristalizado, 

papetcromatográficamente homogéneo que funde a 200-210® C.
Los cristales permiten su identificación a base de la reacción 
de color con ácido sulfúrico concentrado, como substancia 

"F " (¿\^"3»20-diceto-liyi ,17 ec, 21-trióxi-pregneno ) y muestran 
u n  giro especifico de = + 156® (en alcohol). Los eluatos
de la cromatografía de gel de sílice, en los que coexisten 
las substancias "5'» y "3» mezcladas, se reúnen con las lefias 
madres de la recristalización arriba citada, acetilando en 
forma usual con anhídrido acético en piridina. Los productos 
de la acótilacién se cromatografían sobre gel de sílice, y 
después de evaporar ios agentes de elución, se obtienen 
los acetatos en forma cristalina. Los cristales que dán con 

ácido sulfúrico coi'centrado una fluorescencia amarillo-verdosa, 
funden a 218-225® C. y muestran en dioxano el giro específico 

de = + 167B » representando por lo tanto el acetato de la
substancia "F".
EJEMPLOS 37 - 42.

En forma análoga como en las condiciones de ensayo 
del ejemplo 36, se trabaja en los ejemplos 37 - 42 con ios
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substratos recopilados en la siguiente tabla, empleándose como 
disolvente en el ejemplo 37 las 100 partas vol, y en los 
ejemplos 38 .* - 42 para cada ejemplo 150 partes vol. de la 
solución salina que contiene glucosa. También en estas condi- 

550. dones se consigue la introducción de oxígeno en posición
"11 •' de la substancia "S" C A 4-3 ,20-aiceto-17°t,21-dioxi-preg- 
neno). Di método de elaboración empleado según ejemplo 
36 conduce al aislamiento de la substancia "1 " que funde a 
200-2102 C. (/\ ̂ -3,20-diceto-ll^ ,17°c,21-trioxi-pregneno). 

555. Se identifican los cristales mediante análisis pepBicromatográ­
fico y reacción de color con ácido sulfúrico concentrado, 
mostrando en etanol.el giro específico p k l  s + 1568.

i---' D
EJEMPLO 37.

En este caso se homogeneizan 121 partes on peso 
560. de hígado de ternera ,como en el Ejemplo 36.

EJEMPLOS 38 - 40.
Como órgano que contiene enzimas se introducen

en estos ensayos, cada vez 55 partes on peso de Ligado de 
conejo,por lo demás en forma análoga como en el ejemplo 36.

565. EJEMPLOS 41 y 42.
Como fuente anzimica se emplean en estos ensayos 

83 partes en peso de riñones dejtarnera en lugar de los hígados, 
en condiciones por lo demás idénticas al ejemplo 36.

Los demás datos de ensayo en que están basados los 
570. ejemplos 37 - 42 se encuentran recopilados en la siguiente 

tabla;
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N 0

Descrita suficientemente la naturaleza del invento, 
así como la manera de realizarlo en la práctica, debe hacerse 
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son 
susceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no alte­
ren su principio fundamental. También se hace constar que el 
invento corresponde a una patente presentada en Suiza con 
fecha 26 de mayo de 1950, nfi 56,861, acogiéndose a los bene­
ficios que conceden los Convenios Internacionales en vigor, y 
siendo lo que constituye su esencia y por lo que se solicita 
Patente de Invención,por 20 años en España: "procedimiento 
para la introducción de oxígeno en esteroides"j caracterizán­
dose por lo siguiente:

le.= Procedimiento para la introducción de oxígeno 
en esteroides, caracterizándose porque se tratan esteroides , no 
sustituidos en el ciclo "C" ,con oxígeno o agentes que lo 
desarrollan, en presencia de enzimas y substratos que les 
corresponden, aislando los 1 1-oxiesteroides formados.

2».= Procedimiento, segiín reivindicación 1®, carac­
terizado porque se emplean como agentes que desarrollan oxígeno, 
el peróxido de hidrógeno o bien compuestos que forman 
peróxido de hidrógeno.

3e.= Procedimiento, segán reivindicaciones 1 § y 2®, 
caracterizándose porque se emplean las enzimas en forma de 
preparados de órganos.

48.= Procedimiento,segán reivindicaciones 1® - 3® 
caracterizado porque se emplean como preparados de órganos, 
cortes de órganos, homogenisatos de Órganos o bién mezclas 
de los mismos.600.
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605.

610.

515>.

520.

525.
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5«»= Procedimiento, según reivindicaciones 1 ® - 4®, 
caracterizado porque se emplean preparados de órganos proce­
dentes de glándulas suprarrenales, riñones, hígados o mezclas 
de los mismos,

62.= Procedimiento,segiín reivindicaciones 1 ® — 5®, 
caracterizado porque se emplean como substratos enzímicos las 
substancias que como substratos pertenecen al sistema 
cicloforásico.

72.= Procedimiento,según reivindicaciones 1® - 5®, 
caracterizándose porque se emplean como substratos enzímicos 
ios compuestos pertenecientes ai ciclo del ácido cítrico o 
vecinos al mismo.

82.c Procedimiento,según reivindicaciones 1® - 5®, 
caracterizado porque se emplea ácido ascorbfnico como 
subst rat o enzími co.

92 .= Procedimiento,según reivindicaciones 1® - 8®, 
caracterizado porque se trabaja en condiciones de ambiente 
favorables para las enzimas.

102.= procedimiento según reivindicaciones 1 ® - 9®, 
caracterizado porque se realiza la reacción en la zona del 
valor pH entre 6*5 y 9.

1 1 2.= procedimiento para la introducción de oxígeno
en esteroides; tal y como queda substancialmente descrito en
la presente memoria, que consta de veintiséis hojas escritas

/!
a máquina por una sola cara. //
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