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PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR DERIVADOS DE LEUROSINA

Solicitente: RICHTER GEDEON VEGYESZETI GYAR RT, entidad hungare,

residente en 21 Gybmr$t ut, Budapest X, Hungria.
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Esta invencidén se relaciona con un procedimiento
pars preparar nuevos derivados de leurosina famaceuticaﬁen-
te activos, de férmula general (I): A
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en la que R es hidr6geno o un grupo formilo.

V En las Wltimas décadas se ha llevado a cabo un tre-
bajo muy intensive con respecto a la produccién de medicemen—
tos utilizables para el tratamiento del céncer. Durante toda
ests investigacién han sido sometidas sustancias con estrubtu—
ras quimicas my diversas a enssyos bioldgicos y olihicos, pero
solamente un nimero muy limitedo de las mismas han resultado
ger curativas en les terapia humasna. De estos podos productos
farmacéuticos, que muestran resultados positivos en la précti-
ca clinica, los alcaloides de diindoles (alcaloides de indoles
diméricos) han resultado ser sobresalientemente importantes,
Dichosg alcaloides de diindoles son, por ejemplo, vincaleuco-
blagtina (vinblastina), leurocristina (vineristina), vinleuro-
gidina (leurosidina), vinleurosina (leurosina}, ete. Todos es-
tos compuestos fueron preparsdos, como resultado de un trabajo
de investigacién extensivo, a partir de la planta Cathareanthus
roseus G. Don (6 Vinca rosesa I.), perteneciente a la familia
de las Apocinaceas. Estﬁs alcaloides de diindoles ascienden g

1 = 3 % gproximadamente del cohfenido total en alcaloides de

ls plenta, la cual contiene més de 70 alcaloides individuales.
Se ha encontrado, mediente andlisls de la estructura, que los -
alcaloides de diindoles poseen egbtructuras estrechamente rela-
clonadas, asi, por ejemplo, las moléculas de vinblastina y
vincristina contienen cada una @e ellas una parte de estructura

velbanamina y otra parte que contiene un esqueleto vindolinaj.
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le tinica diferencia es que la mitad vindolina de la molécula
contiene un grupo N-metilo en vinblastinag y un grupo N-~formilo
en vineristina. Sin embargo, ests diferencia estructural menor
provocs una diferencia significativa en las actividades bio-
légicas de estos compuestos; en especial, la vincristina ha re-
sultado ser més activa tento en enssyos con animgles como prine-
cipalmente en la teraplis humana.

Le leurosina es de estructura diferente a la de
vinblastina o vineristina antes mencionadas, en tanto en cuanto
contiens una mitad epoxi-velbansmina en lugar de velbanamina.

. Los alealoides de diindoles antes mencionados f sus
seles de adicién de dcidos, asi como la preparacién de estos
compuestos, se hen descrito en muchas publicaciones, de las
cuales se mencionan las Patentes USA Nos. 3.097.137, 3.205.220
Y 3.225.030 y las Pétentes hungaras Nos. 153.200, 154.715 ¥
160.967.

En nuestros experimentos sobre 1z oxidacién de leuro-
gina, se ha encontrado, inesperadamente, que la leurogina puede
oxidarsge en una reacclién répida y con dbuenos rendimientos, a
dos compuestos, en especisl N-formil-leurosina y N-demetil-leu-
rosina., Si se desea, la N-demetil-leurosine puede convertirse
en N-formil-leurosina mediante métodos de formilacibén conoci-
dos.

La N-formil-leurosing y N-demetil-leurosina son hasta

el presente nuevos compuestos.
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Por consiguiente, esta invencién se relaciona con un
procedimiento para preparar un nuevo compuesto famgceuticamen—
te activo de férmula general (I), o una sal de adicién de 4cido
del mismo, en cuya férmula R representa hidrégeno o formilo.

El procedimiento de la invencidén se caracteriza por-
que comprende oxidar leurosine o una sal de adieidén de 4cido de
le misma, formilar opcionalmente el producto asi obtenido y
separar por dltimo el compuesto de fé6rmula general (I),'tras 1o
cual, y si s¢ désea, cuslquier bmse libre asi obterida se con~
vierte en su sal de sdicién de &cido.

La N-formil-leurosing es un compuesto con una activi-
dad antitumoral favorable. Su valor LDg, es de 28,8 mg/kg:
(i.p., en el ratén), por lo que este compuesto es aproximsda-
mente cineco veces menos téxico que la vinblasiing y aproximada-
mente 10 veces menos téxico que la vincristina,

Este compuesto propordions una recuperacién completa
0 una extensién del 300 % del éspécio dé vida en el 50 - 70 %
de los casos, en ensayos sobre ratones inoculados con carcinoms
Ehrlich ascites o linfoma NK/Ly. ,

El tratemiento extiende el espacio de vide de los
animales que sufren de leucemia linfoids L-1210, sarcomsa
837 ascites 6 | sarcoms Yoshide ascites , en aproximadamente
150 - 250 %. Cuando se inyecta subcuteneamente, este compuesto
inhibe en un 70 - 80 % el crecimiento de tumores sélidos trans—

plantados (carcinoms Guerin, sarcoma S-180). EL conipues*to de
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la invencién causa una inhibicién noteble del crecimiento so-
bre varios tumores (por ejemplo, sobre melanoma Herding Passey,
carcinoma lafam del conejo VX, rabdomio-sarcoma inducido y -
transplantado) que escasaménte pudieron tratarse, y algunos ni
eso, con los citostdéiicos hasta ahora co&ocidos, incluyendo
tamblién vinblastina y vineristina. _

En animales de enssyo, este compuesto puede adminig-
trarse en una dosis de 0,3 a 5 mg/kg durante periodos prolon=
gados sin cadsaﬁ los efectos secundarios carﬁ%teristicos e ine-
vitables de los vinca-alcaloides conoecidos. La gama terapéutica
de este alcaloide es, en consecuencia, algo similar g la de
vineristina y aproximadamente 4 veces més amplia que la de -
vinleuresina. '

El procedimiento de la invencién consiste en las
siguientes etapas: la leurosina, obtenida por la separacién cro
matogrdafica de los alcaloldes de diindo) de la planta
Catharanthus roseus G. Don de acuerdo con la patente hungare
No. 160.967, o una sal de la misma, preferiblemente el sulfato,
ge disuelve en un disolvente orgénico o mezcla de disolventes,
con preferencia en una mezcla de acetona y 4cido acético gla-~
cial, se enfria la solucién a una temperatura por debsjo de 02C,
con preferencia a -30 a -90¢C, se aflade a esta solucién, bajo
sgitacién y enfrismiento intensivos, écido crémico o una sal
cromato, disuelto en un disolvente orgénico de la misma tempe-
ratura, con preferencia en enhidrido acético, y la mezcla de

reaccién se deja reposar durante 5 - 15 minutos, con preferen-
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cia 8 minutos. A continuacién, la mezcla de reacoién se trata
cuidadosamente con amoniaco acuoso frio (—40 a -500¢) para
ajustar el pH a 8 - 9, se diluyeAla mezcla con agua y se ex-
trecta con varias porciones de un disclvente orgénico, prefe-
riblemente cloruro de metileno, hasta que no estéd presente
ningin alcaloide.\Los extractos se combinan, se laven con sgua,
ge secgn y se evaporan hasta sequedad bajo presién reducida.
Se obtiene un residuo seco, amorfo, blaenco, de tipo espuma,
que consiste principalmente en N—formil—leur@sina ¥y N-demetil—
leurosina. Estos compuestos se separan uno del otro por croma-
tografia, utilizando una columna rellena de 6xido de aluminio
(grado de actividad IV-V). El relleno se prepara a partir de
una suspensién en benceno de dlﬁmina.lEl primer eluente es
benceno y los eluentes ulteriores son las mezélas de benceno
con distin#as cantidadee de uﬁ hiérécafburo clérado, preferen~
temente cloroformé. Las sustancias presentes en las diversas
fraceiones efluentes son identificadas por cromatografia de
capa delgada. En primer luger sbandonan la columna las sustan-
cias acompafiantes, luego lo hace la N-demetil-leurosina y-por
dltimo se eluye la N-formil-leurosina. Las fracciones que con-
tienen sustancias idénticas son combinadas, evaporadas hasta
sequedad bajo presién reducida y, si se desea, las bases obte-
nidas se convierten en sus sales de adicién de dcido, prefe-
rentemente en los correspondientes monosulfatos. Los compues-—

tos pueden purificarse por recristalizacién, si asl se desea.
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Es%e método dé purificacién se aplica princibalmente a les
seles., La N-demetil-leurosina puede formilarée por métodos co-
nocidos (véase C.W. Huffmen: J. Org. Chem. 23, 727/1958/) para
dar N-formil-leurosina,

De acuerdo con un método preferido de la invenoién,
se procede del siguiente modo: El residuo seco, obtenido en
el procesado de la mezola de reacoién de oxidacién, se formile
con una mezcla de &cido Férmico y anhidrido acético. En esta
reaceclién, la N—ﬁeqetil—leurosina se convierte en N-formil-leu—
rogina. La mezcla;ﬁe reaccién se neutraliza, se extracta con
cloruro de metileno, se lava el extracto con agua y se evapora

haesta sequedad bajo presién reducida. El residuo seco obteni-
do se purifieca por cromatografia. la N-formil-leurosina obte-
nida ge convierte opoionalmente eﬁ sﬁ sal, prefersntemente en
el sulfato y la sal se recrigtaliza, si asl se desea. .

La invencién se describe con.detalle con ayuda de
los siguieéntes ejemplos no limitativos.

EJEMPLO 1 ‘

Se disuelven 12 g (0,0132 moles) de sulfato de leuro-
sina en 2,640 ml de acetona, tras lo cual se afladen 0,6 litros
de Acido acético glacial, recientemente destilado a partir de
una mezcla que contiene &cido crémico. La solucidén se enfria
a ~552C y a la mezcla agitada, se afiade en 3 minutos anhidrido
acético frio conteniendo 5,94 g (0,135 moles) de dcido crémico.

La mezéla se deja reposar durante 5 minutos més, se ajusta en~
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tonces el pH de la solucién a 6 empleando amoniaco acuoso
concentrado frio. Beta operacién se efectia en 7 minutos y
requiere unos 6 litros de solucién de amoniaco. Durante ests
neutralizacién, la mezcla se enfris para evitar que la tempe~
ratura se eleve pdf encima de 509C, La mezcla obtenids se lle-
na en un reciéiente de cristal equipado con un agitador de Vi-
drio y un grifo de salida, que ya contiene 9 litros Qe ague,
destilada. La solucién dilulds se alcaliniza con cantidaées
pdicionales de amonisco acuoso, para fijar el pH en 8,5. |

A continuacidén, la mezcla de regccibn se extracta
con 4 x 1,5 litros de cloruro de metileno.fLas bases élcalaide
gse transfieren a la fase de cloruro de metileno. Las fases se
geparan, se combinan las soluciones orgénicas y se lavan con
3 x 1 litro de agua destilada pera separarvel acetato de amo-
nio formado en la etapa de neutralizacién., A continuacién, la
fase orgénica se seca sobre sulfato sédico y se evapora hasta
sequedad bajo presién reducida.

Se obtienen 10 g de un residuo seco de color beige
blanco; el producto es una mezcls en bruto de N-Lformil-leuro-
sing y N-demetil-leurosina,

El residuo seco se disuelve en 60 ml de benceno y
1a solucién se vierte en una columns cromatogréfica de un
dismetro de 35 mm, rellena con 500 g de 6xido de sluminio (gra—
do de actividad IV-V). E1l relleno se prepara & partir de una

suspensién en benceno de 6xido de aluminio.
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La columna se eluye con los disolventes o mezcles di-

solventes que ge indican en la Tabla I.

Tabla I
Composicién del agente eluyente Cantidad de agente elu-
yente ml.
Benceno 900
mezcle 931 de berceno y cloroformo 1800
mezcla 8,5:1,5 de benceno y cloro-
’ ’ formo ¥ 1000
]
mezecla 8t2 de benceno y cloroformo 2800
mezela 1:1 de benceno y cloroformo 2800
1
Cloroformo 800

El efluente se recoge en fracciones cada una de
ellas de 400 ml de voltmen, Las diversas fracciones son exami-
nadag por'oromatografia de capa delgada (Fransworth, N.R. et
al.: Lloydia, 27, 302/1964/).

Las fracciones 1 & 5 no contienen alcaloides., Las
primeras trazes de alcalolde aparecen generalmente de la
fraccién 6, la cual contliene principalmente leurosina sin reac-
ciongr, La N~demetil-leurosina aparece generalmente en primer
lugar alrededor de la fraccidén 7 y se eluye completamente
hasta aproximademente la fraccién 15. La elucién de la N-for-

mil-leurogina comienza en aproximgdemente la fraceiém 13 ¥y



10.

15.

20,

25,

| .,4232% %__ 10 -

terming, generslménte alrededor de las fracciones 19 - 21.

las fracciones que, sobre la base del anélisis cro-
matogréfico de capa delgada, contienen los mismos alcaloides,
son combinadas y evaporadaes hasts sequedad bajo presidén redu-
cida. |

Se obtienen 5,6 g de N-formil-leurosina amorfa en
bruto y 1,5 g de N-demetil-leurosina amorfa en bruto.

En le siguiente etapa, esias bases amorfas en bruto
se convierten por separado en sus monosulfatos. Se disuelve
1 parte en peso del producto en bruto en 5 partes en volimen
de etanol seco, tras lo cuel la solucién se acidifica & pH 4
afiadiendo una solucién al 1 % de écido sulfiirico en etanol.
seco, La separacién del sulfato oristalino comienza lnmediata-
mente, La mezcla se deja reposér & temperastura ambiente durante
variags horas y entonces se filtran los cristales gseparados.
Ias sales son entonces recristalizadas como sigue: se disuelve
1 parte en peso del sulfato cristélino en 5 partes en volumen
de metanol y el volimen de la solucién se incrementas a 5 veces
con etanol seco. la solucién se deja reposar a temperatura am-
biente se separa entonces el producto por filtracibén, se lava
oon etanol seco y se seca.

En este proceso sge obitienen las sigulenies sustan-
cias: 4,8 g (40,1 %) de monosulfato de N-formil-leurosina,
p,f,vg 248~2520C (Boetius), (oi)go = +372 (¢ = 1, en agua);
¥y 1,1 £ (9,3 %) de monosulfato de N—demetil—leurésina, que se
descompone sin fusidn, (cL)go = 3,2¢ (¢ = 1, en agua).
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Con el fin de determinar las consténtes fisicas de
la base N-formil-leurosina, se disuelve en agua 1 parte del
monosulfato dé N-formil-leurosinag asi obtenido, se ajustag el
pH de la solucién a 8-9 con amoniaco aecuoso concentrado y la
mezela se extracta tres veces con cloruro de metileno. Ias fa-
ses orghnicas se combinan, se secan y se evapora hasta seﬁué—
dad bajo presién reducida. La N-formil-leurosina amorfa obte-—
nida se recristaliza en metanol. La N-formil-leurosina crista-
lina obtenida funde a 209 - 2112C (Boetius); (0()36 = 4+80,32
(¢ = 1, en cloroformo). | ;

Bl espectro IR de N—formii~1eurosina ge muegtra en
la figura 2. Este espectro es disfinto gl de la leurosina en
la banda de fuerte absorcién del grupo formilo, que aparece en
1672 cm™ 1.

Sobre la base del espectro de masas, el mimero de
mass del ién de la molécula de N~formil-leurosina es de 822.
La masa exacta medida es M = 822.3977, a partir de lo cual
puede calcularse la férmula empirica 046H54N4O10, con la masé
tebrica de 822.3909.

Anglisis:
Calculado para C46H54N4010:
C: 67,15 %, H: 6,61 %, N: 6,81 %, O: 19,43 %,
Encontrado C: 66,95 %, H: 6,58 %, N: 6,75 %, O: 19,27 5.
Este i6n moleculer da lugar a un pico iénlco con un

mimero de masa de 793, correspondiente o la sepsracién del
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grupo formilo, segiin se prueba por la masa exacta

T

La férmule empirica correspondiente a este mimero

de masas es 045H53N409 con una masa calculada de; .

n/e caleulada = 793.3882.

Similarmente al espectro de masa de la base leuro-
sina, el tipo iénico que corresponde al mimero de masa 353
aperece también en el eapectro de masa de la base N-formil-
Jeurosina, que corresponde a:la miﬁgd gpoxivelbanamira, ﬁsﬁe
hecho ha sido también probadé pbr i medicién de la masa exac-
ta:

m/emedida = 353-1874,

que corresponde'a la f6rmula empirica 021H25N203, con unsa

masa caleculade de:

m/écalculada = 353.1858. -

Al objeto de determinar las constantes fisicas de
la bagse N~demetil-leurosine se disuelve en agua el monosulfa~
to0 de N-demetil-leurosina, se ajusta el pH de le solucidn a
8~9 con amoniaco acuoso y la base liberada se extracta con clo-
ruro de metileno. Las fases orgénicas se combinan, se secan ¥y
se evgporan hasts sequedad. El residuo seco amorfo se recris-
teliza en metanol. |

Ia N-demetil-leurosina cristalina tiene les siguientes
constantes fisicas: '
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p.f.: 208-2102C (Boetius);(o()go = 450,12 (¢ = 1, en cloro-
formo). _

El espectro IR de N-demetil-leurosina se indica en
la figura 3. ﬁste egpectro es distinto al de leurosina en la
banda de fuerte absorcién del grupo amino saéundario, formado
tras le demetilacidén, que aparece en 3350 cm™ 1.

Sobre la base del espectro de masa, el mimero masico
del ién molecular N-demetil-leurosina es de 794. A partir del
ndmero médsico exacto dado més gbajo, puede calcularée la fér-
mula empirics 045H54N409.

Andlisis:

Caloulado para Cy5H54N,0g:
¢: 68,00 %, H: 6,85 %, N: 7,05 %, O: 18,10 %
Encontrado: C: 67,85 %, H: 6,79 %, N: 6,9 %, 0: 17,95 %.
Masa medida
m/emedida = T9%.3895.
Sobre la base de la férmula anterior
m/bcalculada = 794.3882,

EJRMFLO 2

Se disuelve 1 g de N-demetil-leurosina en una mezcla
de 6 ml de Acido férmico concentrado y 1 ml de anhidrido acé-
tico y la mezcla se deja reposar a temperatura ambiente duran-
te 10 minutos. A continuacién, la mezcla se vierte en 30 ml de
agua fria (0 ~ 59C) y el pH de la mezcla se ajusta a 9 con amo-

niaco scuoso concentredo frio. La solucién amonigesl se afiade
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bajo agitacién., El alcaloide se extracta de la solucién acuo-
sa con 3 X 30 ml de cloruro de metileno. Las soluciones de clo-
ruro de metileno se combinan, se secan y se evaporan hasta ge-
quedad bajo presidén reducida. : :

Se obtienen 0,95 g de N-formil-leurosina amorfa
blanca, que se convierte en su monoéulfafo en la forms des-
6rita en el ejemplo 1. En esta reaccién se obtienen 1,01 g de
monosulfato deAN~formil-1eurosina.

EJEMFLO 3

Se disuelven 10 g de un residuo en bruto de color
beige-blanco, similar a una eshuma, consistente en N-formil-
léurosina ¥y N_demetil-leufosina, obtenido pér oxidacidn de
12 g (0,0132 moles) de sulfato de leurosina, como se describe
en el ejemplo 1, en una mezcla de 60 ml de fcide f£érmico con-
centrado y 10 ml de anhidrido acético, y la mezcla se vierte,
bajo agitacién, en 300 ml de agua fria (0 - 5¢C). El pH de la
mezela se gjusta a 9 con amoni;co acuoso concentrado, frio,
bajo agitacibn. La solucién se:extracta con 3 x 100 ml de clo-
ruro de metileno. Las fases de cloruro de metileno son combina-
des, secadas y evaporadas hasta sequedad bajo presién reducida.
Se obtienen 9,8 g de N-formil-leurosina amorfa, blanca, en
bruto.

La N-formil-leurosina en bruto obitenida se purifica
por cromatografia en columna. El producto en bruto se disuelve
en 60 ml de benceno y esta solucién se carga en una columna

de 45 ml de didmetro, rellena con 500 g de 6xido de aluminio
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(grado de actividad 3) en benceno. La columna se eluye con

- 15 -

los disolventes indicados en la Tabla II.

Tebla II

Composioién del agente eluyerite ‘tantidad del agentd
eluyente, ml.

Benceno 1200
mezcla 2:1 de benceno y cloroformo 5000
mezcla 1:1 de benceno y cloroformo 3000
Cloroformo ’ 800

El efluente se recoge en fracciones, cada una de
ellas de un volimen de 400 ml.

Las fracciones 1 a 3 no contienen alcaloidés. Las
fraceiones 4 a 10 contienen los materiales acompaflantes. A
partir de aproximadsmente la fraccién 11, la N-formil-leuro-
gina aparece también ademés de ias sustancias acompafiantes.
Las fracciones 15 a 20 aproximadamente contienen N-formile
leurosina sola, En las fracclones ulteriores disminuye gra-
dualmente la cantidad de N-formil-leurosine eluida. Les frac~
ciones que cdntienen solo N-formil-leurosina son combinades
y evaporadas hasta sequedad bgjo presibén reducida. Se obtie-
nen 6,5 g de N-formil-leurosina amorfa en bruto.

Esta base N-formil-leurosina amorfa en bruto se con-—

vierte en su monosulfato del siguiente modo: se disuelven
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6,5 g de N-formil-leurosina en 32,5 ml de etanol seco, tras

lo cual la solucién se acidifica a pH 4 afiadiendo una solucién
al 1 % de 4cido sulfirico en eténol seco. La separacidén de la
sustancia cristalina se inicia inmediatamente. Ia mezcla se de-.
ja reposar a temperatura ambiente durante varias horas, tras

lo cual los cristales son filtrados y lavados con etanol seco.
Se obtlenen 6,5 g de monosulfato cristalino de N-formil-leuro-
sina,

Los eluados recogidos antes y después de les frac-
ciones que contienen N-formil-leurosina pura, contienen sustan-
cias ascompafiantes y N-~formil-leurosina. Estas fracciones son
combinadas y evaporadas hasta sequedad. Ia sqstancia amorfe,
(1,75 g) obtenida de este modo, se disuelve en benceno y se
purifics por eromatografia como antes se ha descrito, con la
Gnica diferencia de que parsas asegurar una mejor separacién la
columne se eluye con 1.200 ml de una mezcla 2:1 de benceno y
cloroformo. Las fracciones que contienen solo N;formil-léurb~
gina se procesan como antes se ha deserito, para producir
1,05 g més de monosulfato de N~formil-ieurosina ceristalino
puro. Rendimiento total: 7,10 g (63,7 %) de monosulfato de
N~formil-leurosing., Les constantes fisicas de este compuesto

son idénticas a las del ejemplo 1.

[ el Y
o e e st S

asi como la manera de realizarse en la préictica, debe hacerse
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constar que las 'disposiciones anteriormente indicadas son sug-
ceptibles de modificaciones de detalle en cuamnto no glteren su
principio fundamental. Tembién se hace constar que el invento
corresponde a una solicitud de patente presentads en Hungria
con el n2 RI-502 de 16 de febrero de 1.973; acogiéndoss por lo
tanto a los beneficios que conceden los Convenios Internaciona-
les en vigor, siendo;lo que constituye la esencim del referido
invento por lo quie se solicita Patente de Invencién por 20
gfios en Egpafia, sobre: PROCEDIMIENTO PAﬁA PREPARAR DERIVADOS
DE LEUROSINA; caracterizéndose por lo siguiente:

1.~ Procedimiento para preparar derivados de leuro-

gina, de Pérmula general:

(1)

GH30

\ 000CH
H
R © COOCHj

en la que R representa hidrégeno o formilo, y sus sales de
adicién de Acido farmaceutiocamente aceptables; caracterizado
porque comprende oxidar leurosina o una sal de adicidén de Aci-

do de la misma; ‘formilar opcionalmente el producto asi obteni-
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do; y separar entonces el compuesto de férmula general (I);

tras lo cual, y si se desea, la base libre obtenids se cone
vierte en su sal de adicién de 4cido. |

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque la oxidacién se efectia con écido erémico o
un cromato. ' '

3.~ Procedimiento segiin la reivindicacién 1 6 2,
caracterizado porque la oxidacién gse efectia en presencia de
un disolvente, preferiblemente anhidrido mcético.

4.- Procedimiento segin cualquiera de las reivindi-
éaciones anteriores, caracterizado porque lé oxidacibn se
efectia a bajas temperaturas, con preferencia a una hempera-.

S

tura inferior a -302C,

5.~ Procedimiento segén la reivindicacién 1, carac-

terizado porque lg formilacién se efectiia con &cido férmico
en presencia de anhidrido acético. ‘
6.~ Procedimiento segn la reivindicacién 1, carac-
terizado porgue la separacién se efectia por cromatografia.
T7.- Procedimiento segin la reivindicacién 1 6 6,
caracterizado porque la separacién se efectia por cromatogra~
fia en columna utilizando 6xido de aluminio como adsorbente.
8.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carac-
terizado porque la elucién se inicia con benceno, se contimia
con varias mezclas de benceno y cloroformo y se termina con

cloroformo.

9.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, carace
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terizado porque él producto o productos separados se convier-
ten en sus sales de adicién de 4cido.
10.- Procedimiento para preparar derivedos de leu-
b rosina, tal ¥ como queda sustancialmente deserito en la pre-
5. pente Memoria.
Esta Memorie consta de 19 hojas escritas a méquina

por una sola cara. .
Medrid, 15 FEB, 1974
RICHTER GEDEON VEGYRSZETI GYAR RT.

UMEZ ACZRY Y EUBEX
v ps Flemador L. Guota Ferafod,
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