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Przedmiotem wynalazku jest sposéb wyodrebnia-
nia 17a, 21-dwuhydroksypregnen-4-dionu-3,20 z
brzeczki pofermentacyjnej. 17a, 21-dwuhydroksy-
pregnen-4-dion-3,20, wazny produkt poSredni w
syntezie kortykoidoéw, powstaje w wyniku podda-
wania 3,21-dwuoctanu pregnen-5-iriol-3/3, 17a, 21-
onu-20 dzialaniu odpowiednich drobnoustrojéw hy-
drolizujacych, odwodorniajacych i izomeryzujacych,
przy czym w sklad brzeczki pofermentacyjnej obok
zanieczyszcze wchodzi zar6wno produkt jak i nie-
przereagowany Ssubstrat sterydowy.

Znany spos6b wyodrebniania z brzeczki pofer-
mentacyjnej mieszaniny obu sterydéw polega na
bezpoéredniej ekstrakeji brzeczki chlorowcoalka-
nem lub chlorowcalkenem, po czym pozostalo§é po
odparowaniu rozpuszczalnika rozdziela sie chro-
matograficznie lub przez wielokrotng krystaliza-

cje. Przy tym sposobie do ekstraktu dostaje sie

wiele substancji stanowigcych rozpuszczalne i nie-
rozpuszczalne w brzeczce zwiazki, takie jak sub-
stancje bialkowe, lipidy, cukry i produkty degrada-
cji tych zwigzkéw oraz barwniki, pochodzace za-
réwno z podloza wzrostowego, jak i powstalte w
wyniku proces6w metabolizmu, ktére utrudniajg
wyodrebnienie produktu i nieprzereagowanego sub-
stratu w postaci czystej.

Sposéb ‘ten zwigzany jest ze znacznym nakladem
pracy i czasu. Tak wiec na przykilad operowanie

duzymi objetosciami toksycznych rozpuszczalni-

kéw zmusza do stosowania specjalnych warunkéw
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bezpieczenistwa i higieny pracy, przy czym wlasci-
wosci zawartych w brzeczce skladnikéw, a glow-
nie zawiesiny mikroorganizméw, prowadza do po-
wstawania trudnej do rozdzielenia wieloskladniko-
wej warstwy emulsyjnej czyli tzw. interfazy, oraz
woduje duze zuzycie tych rozpuszczalnikéw, a
rozdzielanie chromatograficzne lub przez wielokro-
tng krystalizacje jest klopotliwe i trudne do stoso-
wania w skali przemystowej.

W pewnych przypadkach rozdzielanie to jest ma-
lo skuteczne i produkt daje sie wyodrebnié dopiero
na drodze chemicznej poprzez na przyklad pochod-
na Girarda, co wydatnie obniza wydajnosé.

Stwierdzono, ze trudno$ci te mozna omingé przez
oddzielenie czeSci stalych brzeczki, w ktérych znaj-
duje sie przewazajgca wiekszo§é sterydéw, wysu-
szenie osadu i poddanie go kilkakrotnej ekstrakcji
za pomocg kilku odpowiednio dobranych rozpusz-
czalnikéw organicznych, selektywnie rozpuszcza-
jacych poszczeg6lne skladniki, przy czym sposéb
ten w pelni nadaje sie do zastosowania w skali
przemystowej.

Wedlug wynalazku brzeczke pofermentacyjna za-
wierajaca 170, 21-dwuhydroksypregnen-4-dion-3,20
oraz nieprzereagowany 3,21-dwuoctan pregnen-5-
triol-38, 17a, 21-onu-20 poddaje sie sedymentacji
i/lub odwirowaniu badZ odsaczeniu, osad suszy sie,
rozdrabnia i ekstrahuje benzenem, eterem nafto-
wym oraz mieszaning chlorowcoalkanu, takiego jak
chlorek metylenu i niskiego alkanolu, takiego jak
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metanol, przy czym rozpuszczalniki te mozna sto-
sowaé w réznej kolejnos$ci.

Brzeczke pofermentacyjng, uprzednio ogrzang w
ciggu okolo 1 godziny do temperatury okolo 100°C
w celu ulatwienia sedymentacji i zniszczenia form
wegetatywnych drobnoustrjow, pozostawia sie na
kilka godzin i dekantuje tzw., supernatant od za-
wiesiny osadu, po czym osad odwirowuje sie lub
odsgcza. W przypadku zmniejszenia szybko§ci se=
dymentacji, na przyklad przy wzmozonej lizie ko-
moérek drobnoustrojéw, zwlaszcza pod wplywem
"’.zwiekszonego pH Srodowiska, trzeba przystapi¢ od
razu do odwirowania lub odsanenia cze$ci statych

br ZSCAEi- o Bt

Ky T?‘{ad'dzjielenie ‘0s§du prowadzi do pozostawienia w

"‘cieklej fazie brgeczki rozpuszczalnych substancji
i barwnikéw, ktére utrudniajg oczyszczanie produ-
ktu i substratu sterydowego. Faza ta po oddziele-

! niu ‘osadu zawiera jeszcze okolo 2% rozpuszczo-
““hych sterydéw, jednakze jak stwierdzono oplaci
sie zrezygnowaé z tej czeSci sterydow poddajac
przerobowi sam tylko osad. Te cze§¢ sterydéw mo-
zna zresztg wyekstrahowaé w latwy sposéb z cie-
klej fazy brzeczki, poniewaz nie zawiera ona juz
osadu wywolujgcego powstawanie trudnej do roz-
dzielenia interfazy.

Wysuszenie osadu przez ogrzewanie w tempera-
turze 50—60°C pod zmniejszonym ciSnieniem oraz
dokladne rozdrobnienie, korzystnie do wielkoS$ci
ziarna nie wiekszej niz 4 mikrony, powoduje ter-
miczng i mechaniczng denaturacje biatka oraz
pozbawia go wlaSciwosci koloidogennych, co nasu-
wa gléwng przyczyne powstawania interfazy.
Otrzymany w ten sposéb osad zawiera obok stery-
déw komoérki drobnoustrojéw, lipidy, cze§é bar-
wnik6w i inne zanieczyszczenia, w odmiennym je-
dnak skladzie jako$ciowym i w mniejszej ilosci niz
surowy produkt otrzymany przez ekstrakcje calej
brzeczki.

Dla oddzielenia zanieczyszczonej lipidami mie-
szaniny produktu i substratu sterydowego stosuje
sie wedlug wynalazku ekstrakcje osadu mieszani-
na chlorowcoalkanu, takiego jak chlorek metylenu
i niskiego alkanolu, takiego jak metanol. Dla od-

dzielenia zwigzk6éw barwnych stosuje sie przy tym’

Srodki odbarwiajace, na przyklad wegiel aktywny.

Dla oddzielenia produktu od substratu sterydo-
wego oraz substancji lipidowych stosuje sie wedlug
wynalazku ekstrakcje benzenem. Natomiast reszte
substancji lipidowych oddziela sie¢ przez ekstrakcje
eterem naftowym.

Kolejno§é stosowania rozpuszczalnikéw wplywa
na jako§é i wydajno§é wyodrebnianego i oczyszcza-
nego produktu i w zaleznoSci od potrzeb moze byé
celowo zmieniana.

Najwyzszg wydajno§¢é produktu uzyskuje sie
przez ekstrakcje osadu mieszaning chlorku metyle-
nu i metanolu, korzystnie w stosunku objeto$cio-
wym 1:1, przy czym do ekstraktu przechodzi pro-
dukt i substrat oraz lipidy, odparowanie ekstraktu,
wyekstrahowanie z pozostalo§ci substartu i cze$ci
lipidbw za pomocg benzenu i nastepnie wyekstra-
howanie reszty lipidéw za pomocg eteru naftowe-
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go. Otrzymuje sie produkt o zabarwieniu lekko .

z6ttawym.
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Produkt nieomal bezbarwny, ale o nieco nizsze}
wydajno$ci mozna uzyskaé przez ekstrakcje osadu
mieszaning chlorku metylenu i metanolu; czesciowe
zageszczenie ekstraktu, oddzielenie wykrystalizowa-
nej mieszaniny sterydéw zanieczyszczonej lipidami,
wyekstrahowanie mieszaniny eterem naftowym i
nastepnie wyekstrahowanie mieszaniny sterydéw
benzenem. .

Najbardziej czysty produkt calkowicie bezbar-
wny i o wysokiej wartosci ekstynkcji, uzyskuje sie
przez poddanie osadu ekstrakcji kolejno benzenem
i mieszaning chlorku metylenu i metanolu, zagesz-
czenie ekstraktu chlorek metylenu — metanol, odsg-
czenie wykrystalizowanego produktu zanieczyszczo-
nego lipidami i wyekstrahowanie go eterem nafto-
wym. '

Ponizsze przyklady, w kiérych temperatury po-
dano w stopiach Celsjusza, wyja$niajg blizej wyna-
lazek.

Przyktad I. Brzeczke pofermentacyjng pocho-
dzacg z procesu biotransformacji sterydu w ilo$ci
99,16 g w przeliczeniu na 3,17,21-tr6jhydroksypre-
gnen-5-on-20 ogrzewano w cigu 1 godziny w tem-
peraturze 90—100° i pozostawiono do samorzutnego
ochlodzenia do temperatury pokojowej. Nastepnie
oddzielono osad od supernatantu odsgczajac go
przez filtr Seitza i wysus-uno pod zmniejszonym
ciSnieniem w temperaturze okolo 55°. Otrzymany
osad w iloSci 100,75 g sproszkowano w mozdzierzu,
przeniesiono do kolby okragtodennej, dodano 1000
m] mieszaniny chlorku metylenu z metanolem w
stosunku objetoSciwym 1:1 i mieszano w tempera-
turze pokojowej przez jedna godzine z dodatkiem
3% wegla aktywnego w stosunku do wagi osadu.

Osad odsaczono przezsgczek Schotta G4 i prze-
myto wielokrotnie malymi porcjami mieszaniny
chlorek metylenu-metanol az do caltkowitego od-

vmyc/ia sterydéw. Polgczone przesgcze zageszczono

pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze oko-
lo 50° do konstystencji gestej papki i pozostawiono
przez kilka . godzin. Wydzielony osad odsaczono
i przemyto kilkoma porcjami wrzacego eteru naf-
towego, frakcja 35—65°, usuwajac w ten spos6b
substancje lipidowe.

Z przesgczu chlorek metylenu-metanol uzyskano

w .analogiczny spos6b II i III rzut mieszaniny ste-
rydéw. Polgczone produkty uwolniono od nieprze-
reagowanego substratu (w postaci gitéwnie dwuoc-
tanu z domieszky octanu i alkoholu) przez ekstra-
kcje benzenem w iloSci 90 ml na 1 g zawartego w
nich 3,21-dwuoctanu 3,17,21-tr6jhydroksypregnen-
5-onu-20. W tym celu ogrzewano mieszanine do
wrzenia utrzymujgc zawarto§é kolby w tej tempe-
raturze przy energicznym mieszaniu w ciggu je-
dnej godziny.

Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej za-
warto§é kolby przesaczono przez sjczek Schotta
G3, osad przemyto 2—3-krotnie malymi porcjami
kenzenu i wysuszono. Uzyskano chromatograficznie
czysty 17,21-dwuhydroksypregnen-4-dion-3,20 z

wydajno$cig 77,6%, o ekstyncji E i‘f:m = 451A oy =

= 240 mp. Z roztworu benzenowego zawierajacego

.mieszanine nieprzereagowanego substratu i produ-

ktu w stosunku iloSciwym okolo 4 :1 oddestylowa-
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no rozpuszczalnik i wyodrebnione substancje ste-
rydowe skierowano do ponownej biotransformacji.

Przyktad II. Z otrzymanego jak w przykla-
dzie I przesgczu oddestylowano chlorek metylenu
i metanol. Otrzymang suchg pozostalo§é uwolniono
od nieprzereagowanego substratu i wiekszosci lipi-
déw przez ekstrakcje wrzacym benzenem w spo-
s6b opisany w przykladzie I i usunieto resztki sub-
stancji lipidowych przemywajac ja porcjami wrzg-
cego eteru naftowego frakcja 35—65°, a nastepnie
wysuszono pod zmniejszonym ci$nieniem w tempe-
raturze okolo 55°. Otrzymano chromatograficznie
czysty lekko zéltawy '17,21-dwuhydroksypregnen-4-

-dion-3,20 z wydajnoscig 79,79, o ekstynkcji Ei%cm =

= 452 przy A 240 mp. Przesacz benzenowy odparo-
wano do sucha, pozostalo$§é przemyto wrzagcym ete-
rem naftowym i wyodrebniony substrat (w postaci
mieszaniny dwuoctanu, octanu i wolnego alkoholu)
z domieszkg produktu skierowano do ponownej bio-
transformacji.

Przyktad III. Otrzymany jak.w przykladzie

I wysuszony i sproszkowany surowy produkt bio-
transformacji przeniesiono do kolby okraglodennej,
dodano benzenu w stosunku 90 ml benzenu na 1 g

zawatego w osadzie pierwotnego substratu sterydo-

~wego i ogrzewano pod chlodnicg zwrotng w ciggu
1 godziny w temperaturze wrzenia przy energicz-

nym mieszaniu. Zawartosé kolby pozostawiono do
osiggniecia temperatury pokojowej, po czym osad

odsgczono i przemyto 2—3 razy matymi porcjami

benzenu.

Nastepnie z osadu na sgczku wymywano 17,21-
dwuhydroksypregnen-4-dion-3,20 mieszaning chlor-
ku metylenu i metanolu (stosunek objetoSciowy
1 :1), stosowana malymi porcjami, az do calkowite-
go wyekstrahowania tego zwigzku. Otrzymany eks-
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trakt zatezono pod zmniejszonym ciSnieniem do
konsystencji gestej papki i pozostawiono w chiodni
w ciggu 8 godzin. Wydzielony osad odsgaczono, prze-
myto kilkoma matymi porcjami wrzgcego eteru
naftowego frakcja 35—65° i wysuszono pod zmniej-
szonym ci$nieniem w temperaturze okolo 55°. Uzy-
skano chromatograficznie czysty 17,21-dwuhydro-
ksypregnen-4-dion-3,20 z wydajnoScig 63,5%/0 o eks-

. tynkeji E}%cm =462 Przy Amax = 240 mu. Przesacz

benzenowy przerobiono w sposéb opisany w przy-
kladzie II.

Przyktad IV. Z otrzymanego jak w przykla-
dzie III roztworu 17,21-dwuhydroksypregnen-4-
-dionu-3,20 w mieszaninie chlorku metylenu i me-
tanolu oddestylowano calkowicie rozpuszczalniki,
pozostato§é w kolbie poddano kilkakrotnej ekstrak-
cij eterem naftowym frakcja 35—65° w celu od-
dzielenia resztek substancji lipidowych i wysu-
szono pod zmniejszonym ciSnieniem w temperatu-
rze 55°. Uzyskano chromatograficznie czysty 17,21-
dwuhydroksypregnen-4-dion-3,20 = z wydajnoScig

74,39, o ekstynkcji E }’fm = 462 przy Amay = 240 my.

Zastrzezenie patentowe

Sposéb wyodrebniania 17a, 21-dwuhydroksypre-
gnen-4-dionu-3,20 z brzeczki pofermentacyjnej za-
wierajgcej nieprzereagowany substrat sterydowy,
znamienny tym, Ze brzeczke poddaje sie sedmenta-
cji i/lub odwirowaniu badZ odsaczeniu, osad suszy
sie, rozdrabnia i ekstrahuje benzenem, eterem naf-
towym oraz mieszaning chlorowcoalkanu, takiego
jak chlorek metylenu i nizszego alkanolu, takiego
jak metanol, przy czym rozpuszczalniki te mozna
stosowaé w réznej kolejnoSci.
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