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Sposób wyodrębniania metyloandrostadienolonu
z brzeczki pofermentacyjnej

Przedmiotem wynalazku jest sposób wyodrębnia¬
nia metyloandrostadienolonu z brzeczki pofermen¬
tacyjnej. Metyloandrostadienolon, cenny lek o dzia¬
łaniu anabolicznym, powstaje z metyloandrosteno-
lonu w wyniku biotransformacji wywołanej drob¬
noustrojami odwodorniającymi. Ze względów eko¬
nomicznych przemiany nie prowadzi się do końca,
w związku z czym w brzeczce pofermentacyjnej
zawarty jest zarówno produkt (w roztworze) jak
i substrat (w postaci zawieszonego osadu).

Znany sposób wyodrębniania metyloandrostadie¬
nolonu z brzeczki [pofermentacyjnej czy też jej frak¬
cji polega na wyczerpującej ekstrakcji tych mie¬
szanin rozpuszczalnikami organicznymi i następnej
przeróbce otrzymanych ekstraktów na drodze fizy¬
kochemicznej lub fizycznej, na przykład metodą
chromatografii kolumnowej lub przez wielokrotną
krystalizację pozostałości po odparowaniu rozpusz¬
czalnika. Sposób ten związany jest ze znacznym
nakładem ipracy, czasu i kosztów. Tak więc na
przykład przy wielokrotnej krystalizacji pozostałoś¬
ci powstają straty sięgające 10% zawartej w suro¬
wym produkcie ilości steroidów, a poza tym znacz¬
ne zużycie rozpuszczalnika, przy czym łączna wy¬
dajność procesu wyodrębniania z brzeczki wynosi
około 85%.

Stwierdzono, że w przypadku metyloandrostadie¬
nolonu i metyloandrostenolonu można zastosować
metodę chemiczną wyodrębniania, opartą na pow¬
stawaniu nowych i nie opisanych dotąd w litera-

2

turze trudno rozpuszczalnych połączeń addycyj¬
nych z /^-naftolem. Otrzymane połączenia addycyj¬
ne w środowisku alkalicznym ulegają łatwo roz¬
kładowi, uwalniając odpowiedni związek steroido-

5 wy z niemal ilościową wydajnością i w stanie wy¬
sokiej czystości. Sposób ten wpływa na uzyskanie
równie wysokiej ogólnej wydajności procesu oraz
znacznie upraszcza przerób produktów biotransfor¬
macji w porównaniu ze sposobami znanymi.

10 Według wynalazku z brzeczki pofermentacyjnej,
zawierającej metyloandrostadienolon oraz nieprze-
reagowany metyloandrostenolon, sedymentuje się
i/lub odwirowuje albo też odsącza części stałe, część
ciekłą brzeczki jpoddaje się ekstrakcji rozpuszczal-

15 nikami organicznymi, ekstrakt zagęszcza się, za¬
gęszczony roztwór zadaje się ^-naftolem i ewentu¬
alnie częściowo odparowuje się rozpuszczalnik, wy¬
trącony związek addycyjny z ^-naftolem oddziela
się, rozpuszcza w organicznym rozpuszczalniku, roz-

20 twór zadaje się wodnym roztworem wodorotlenku
metalu alkalicznego, warstwę wodną zawierającą
/?-naftolan metalu alkalicznego oddziela się, a z
warstwy organicznej po przemyciu wodą wydziela
się metyloandrostadienolon przez częściowe odparo-

25 wanie rozpuszczalnika i oziębienie roztworu.
W analogiczny sposób z oddzielonej części stałej

brzeczki ewentualnie odzyskuje się nieprzereagowa-
ny metyloandrostenolon poprzez jego związek ad¬
dycyjny z ^-naftolem. Można również odzyskać nie-

30 przereagowany metyloandrostenolon z części stałej
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brzeczki w ąposób znany, na przykład przez eks¬
trakcję rozpuszczalnikiem organicznym, odparowa¬
nie ekstraktu i oczyszczenie surowego produktu
przez krystalizację lub metodą chromatograficzną.

Jako rozpuszczalnik ograniczny stosuje się roz- 5
puszczalnik z grupy pochodnych chlorowcowych
związków alifatycznych, takich jak chlorek etylenu,
chloroform i inne.

Wyodrębniony sposobem według wynalazku me¬
ty loandrostadienolon, zarówno jak i odzyskany me- 10
tyloandrostenolon, charakteryzują się wysoką czy¬
stością.

Przykład, Z 2,5 1 brzeczki pofermentacyjnej
zawierającej produkt dehydrogenacji 2,5 g mety-
loandrostenolonu w pozycji 1,2 przeprowadzonej w 15
sposób standardowy z udziałem odpowiedniego mi¬
kroorganizmu, wydzielono części stałe przez odwi¬
rowanie. Uzyskany w ten sposób roztwór zawie¬
rający produkt reakcji poddano wyczerpującej 7-
krotnej ekstrakcji chlorkiem etylenu użytym w por- ?o
ejach po 350 ml. Połączone ekstrakty przemyto trzy¬
krotnie 1% roztworem kwaśnego węglanu sodowe¬
go po 250 ml, a następnie wodą do odczynu obp-
jętnego, po czym oddestylowano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym ciśnieniem do osiągnięcia stężenia 25
około 1 g steroidu w 150 ml chlorku etylenu, czyli
do około 300 ml. Następnie dodano 1,0 g ^-naftolu
i oddestylowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym
ciśnieniem do momentu wydzielenia się osadu. Po
oziębieniu w ciągu kilku godzin w chłodni w tern- 30
peraturze około 2° C oddzielono utworzone kryształy
i przemyto na sączku kilkakrotnie małymi porcja¬
mi czterochlorku węgla. Po wysuszeniu otrzymano
2,7 g związku addycyjnego metyloandrostadienolonu
z ^-naftolem o temperaturze topnienia 109—110° C, 35

[a] ^°°= +6,8° (c = l°/o, etanol), E jc% = 1650 przy
Amax = 226 m/u. Zawartość C obliczona dla wzoru
C20H28O2 • Ci0H7OH wynosi 81,04%, znaleziona —
81,37%, zawartość H obliczona wynosi 8,16%, zna- 40
leziona - 7,96%.

Wydajność 90%. Otrzymany związek addycyjny
rozpuszczono w 270 ml chlorku etylenu i zadano ta¬
ką samą objętością 1% wodnego roztworu wodoro¬
tlenku sodowego, po czym warstwy rozdzielono. 45
Roztwór w chlorku etylenu przemyto wodą do od¬
czynu obojętnego, po czym oddestylowano częścio¬
wo rozpuszczalnik do momentu wydzielenia się
kryształów steroidu i mieszaninę pozostawiono w
ciągu około 16 godzin w temperaturze około 2° C. 50
Po odsączeniu i wysuszeniu otrzymano 1,8 g me¬
tyloandrostadienolonu, co odpowiada 98,7% wydaj¬
ności teoretycznej. Łączna wydajność procesu wy¬
odrębniania steroidu z brzeczki wyniosła 84%.
Otrzymany produkt był chromatograficznie czysty 55

20°
i wykazywał skręcalność właściwą [«] pv = + 9,7°

(c = 1%, etanol),EJl^i=509 przy Amax = 244 mp.
Osad z odwirowania brzeczki zawierający nie-

przereagowany metyloandrostenolon zawieszono w 60
500 ml wody wodociągowej i poddano.wyczerpują¬
cej 7-krotnej ekstrakcji chlorkiem etylenu użytym
w porcjach po 70 ml. Połączone ekstrakty przemyto
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trzykrotnie 1% roztworem kwaśnego węglanu so¬
dowego, a następnie wodą do odczynu obojętnego,
po czym ekstrakt przerabiano dalej w sposób opi¬
sany powyżej otrzymując 0,32 g związku addycyj¬
nego metyloandrostenolonu z ^-naftolem o tempe¬

raturze topnienia 117-118° C, [a] ^°° = + 55,2°
10/

(c = 1%, etanol), E, /0 = 1,650 przy Xmax = 226 mu.lem

Zawartość C obliczona dla wzoru C2oHs002 •
• C10H7OH wynosi 80,67%, znaleziona—79,67%, za¬

wartość H obliczona wynosi 8,58%, znaleziona —
8,29%. Wydajność 92% w stosunku do zawartości
w ekstrakcie. Z otrzymanego związku addycyjnego
otrzymano w sposób powyżej opisany 0,21 g me¬
tyloandrostenolonu, co odpowiada 97,0% wydajności
teoretycznej. Łączna wydajność procesu wyodręb¬
niania nieprzereagowanego substratu steroidowego
wyniosła 84,7%. Otrzymany produkt był chromato¬
graficznie czysty i wykazywał skręcalność właści¬

wą [a] ^°° = + 79°, E \°£m= 521 przy Amax =
242 m/u.

Zastrzeżenia patentowe

1. Sposób wyodrębniania z brzeczki pofermenta¬
cyjnej metyloandrostadienolonu, otrzymanego z me¬
tyloandrostenolonu na drodze mikrobiologicznej,
znamienny tym, że brzeczkę pofermentacyjną sedy-
mentuje się i/lub odwirowuje bądź przesącza, po
czym otrzymaną część ciekłą brzeczki ekstrahuje
się rozpuszczalnikiem organicznym, następnie z eks-
straktu częściowo odparowuje się rozpuszczalnik,
zagęszczony roztwór zadaje się /?-naftolem i ewen¬
tualnie częściowo odparowuje się rozpuszczalnik,
wytrącony związek addycyjny oddziela się i prze¬
mywa, rozpuszcza się go w organicznym rozpusz¬
czalniku, roztwór zadaje się wodnym roztworem
wodorotlenku metalu alkalicznego, warstwę wodną
oddziela się, a z warstwy organicznej uzyskuje się
metyloandrostadienolon przez częściowe lub całko¬
wite odparowanie rozpuszczalnika, przy czym z od¬
dzielonego z brzeczki osadu odzyskuje się ewentu¬
alnie nieprzereagowany metyloandrostenolon.

2. Siposób według zastrz. 1, znamienny tym, że
osad oddzielony z brzeczki.ekstrahuje się rozpusz¬
czalnikiem organicznym, z otrzymanego ekstraktu
częściowo odparowuje się rozpuszczalnik, zagęszczo¬
ny roztwór zadaje się ^-naftolem i ewentualnie
odparowuje się częściowo rozpuszczalnik, wytrąco¬
ny związek addycyjny oddziela się i przemywa,
rozpuszcza się go w organicznym rozpuszczalniku,
roztwór zadaje się wodnym roztworem wodorotlen¬
ku metalu alkalicznego, warstwę wodną oddziela
się, a z warstwy organicznej uzyskuje się wolny
metyloandrostenolon przez częściowe lub całkowite
odparowanie rozpuszczalnika.

3. Sposób według zastrz. 1 lub 2, znamienny tym,
że jako rozpuszczalnik organiczny stosuje się roz¬
puszczalnik z gru,py pochodnych chlorowcowych
związków alifatycznych, talki jak chlorek etylenu,
chloroform.
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