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DESCRIPCION
Procedimiento de purificacién del acido quenodesoxicélico

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un procedimiento para purificar acido quenodesoxicélico (acido 3a,7a-dihidroxi-
5B-colico). En particular, la presente invencion se refiere a un procedimiento para purificar acido quenodesoxicélico a
partir de una mezcla de acido quenodesoxicolico de baja calidad contenido en el sélido de bilis porcina, con gran
rendimiento y pureza.

Técnica antecedente

El acido quenodesoxicolico esta contenido generalmente en la bilis de vacas, cerdos, osos o aves de corral tales
como pollos o gallinas, asi como en la bilis de seres humanos. El acido quenodesoxicélico se usa como material de
partida para la preparacion de acido ursodesoxicolico, que es eficaz para aliviar enfermedades del sistema biliar,
hiperlipidemia, colelitiasis y enfermedades crénicas del higado, y un procedimiento tipico para preparar acido
ursodesoxicolico conocido en la técnica es como sigue.

Un procedimiento tipico para preparar acido quenodesoxicolico comprende las etapas de: esterificar el acido colico
(acido 3a,7a,12a-trihidroxicolico) con metilo; proteger el grupo hidroxi de las posiciones 3a y 7o acetilandolas con
acido acético anhidro; oxidar el grupo hidroxi de la posicién 12a. a un grupo carbonilo usando acido crémico y a
continuacion retirar el grupo carbonilo por la reaccion de reduccion de Wolff-kichner; hidrolizar y desproteger el
producto obtenido para producir acido quenodesoxicélico. El procedimiento anterior requiere que la reaccién de
reduccion de Wolff-kichner se mantenga a una temperatura alta de mas de 200 °C, y el suministro de material sin
procesar puede interrumpirse por encefalopatia espongiforme bovina, etc.

La bilis de las aves de corral contiene acido quenodesoxicolico, acido litocdlico y una pequefia cantidad de acido
célico. De esta manera, el procedimiento para separar el acido quenodesoxicdlico a partir de las aves de corral se
conoce bien en la técnica, pero no es econémicamente razonable debido a la disminucién de suministro de material
sin procesar y al bajo rendimiento [véase, Windhaus et al, | Physiol. Chem., 140, 177~185 (1924)].

La Patente de Estados Unidos N° 4.186.143 desvela un procedimiento para separar y purificar puramente acido
quenodesoxicdlico a partir de una mezcla de acido quenodesoxicélico derivado de bilis porcina natural. Este
procedimiento comprende las etapas principales de: pre-tratamiento para retirar el acido 3a-hidroxi-6-oxo-53-célico
por saponificacion de la bilis; esterificacion del acido biliar; acetilacion del éster de acido biliar; retirada del producto
intermedio usando un disolvente organico no polar; cristalizacion del éster acetilado de férmula I; desproteccion; y
produccion del compuesto de formula | usando la cristalizacion en un disolvente organico. Sin embargo, esta patente
no describe el contenido de HPLC para el éster acetilado de formula |, y la pureza del producto final es muy baja ?/a
que el poder rotatorio especifico es [oc]u25 + 13,8° (c=1, CHCI3), y el punto de fusion es 119~121 °C [STD: [oc]u2 +
15,2° (c=1, CHCIs), punto de fusion 127~129 °C. Ademas, la cristalizacion para purificar el producto final requiere un
tiempo muy largo (es decir, 16-48 horas), y el procedimiento entero es complejo como ocho (8) etapas. De esta
manera, cuando se purifica el compuesto de férmula | usando el procedimiento anterior, el rendimiento del producto
final se hace bajo, y el tiempo de reaccidon es tan largo como 12 dias. Por lo tanto, el procedimiento no es
econdémicamente razonable.

En particular, cuando el procedimiento anterior se aplica al sélido de bilis porcina que tiene un contenido del
35~55 % en peso de acido quenodesoxicélico usado en la presente invencion, la agitacion y el filtrado son dificiles
ya que el compuesto deseado precipita y se coagula junto con las impurezas.

Para superar los problemas anteriores, el objeto de la presente invencidon es proporcionar un nuevo procedimiento
para purificar el compuesto de férmulas | y Il con pureza y rendimiento altos, reduciendo el tiempo requerido para
todo el procedimiento.

El documento EP 386 538 se refiere a un procedimiento de purificacion de acido ursodesoxicdlico (acido 3-o-7--
dihidroxicdlico), y la etapa de desproteccion se lleva a cabo con éster de metilo 3-a-7-f-dihidrocolanico.

El documento US 3 919 266 desvela la desproteccion del éster de metilo de acido 3-a-7-a-dihidroxi-5-f-colanico
afiadiendo KOH metandlico, acidificando con HCI acuoso y a continuacion extrayendo el acido 3-a-7-a-dihidroxi-5-f-
colanico con éter de etilo y cristalizando el producto a partir de acetato de etilo caliente.

El documento WO 2007/069814 describe un procedimiento alternativo para la purificacion del acido
quenodesoxicolico.

Divulgacion de la invenciéon

La presente invencion proporciona un procedimiento para purificar el compuesto de férmula |, que comprende las
etapas de: 1) pre-tratamiento de la bilis porcina disolviendo el sélido de bilis porcina derivado de la bilis porcina, que
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contiene la mezcla de acidos quenodesoxicélicos de Féormulas |-V,

[Formula II]

-,
o,

[Formula I]

y que tiene un contenido del 35-55 % en peso de acido quenodesoxicdlico, en un disolvente organico que contiene
sal, en el que el disolvente organico es acetato de etilo o acetona, y la sal es al menos una seleccionada del grupo
que consiste en cloruro sédico, sulfato magnésico anhidro y sulfato sédico anhidro; 2) esterificacion de una mezcla
de acidos quenodesoxicolicos de formulas | a IV afiadiendo un alcohol C+.4 al resto obtenido a partir de la etapa (1);
3) acetilacion de la mezcla de ésteres de los acidos quenodesoxicolicos de formulas | a IV afiadiendo acido acético
anhidro y una base débil seleccionada de acetato sddico anhidro o piridina al resto obtenido a partir de la etapa (2);
4) afadir un disolvente organico no polar seleccionado de hexano, heptano, octano o isooctano al resto obtenido a
partir de la etapa (3) y agitar a reflujo hasta que todo el resto se disuelva, y posteriormente cristalizar y retirar los
ésteres acetilados de los acidos quenodesoxicolicos de formulas Il a IV, y una parte del éster acetilado del acido
quenodesoxicolico de formula Il; 5) afiadir un alcohol C14 al resto obtenido a partir de la etapa (4) y cristalizar el
compuesto de férmula V

[Formula V]

durante 2~3 horas en un intervalo de temperatura de 20 ~ 25 °C; y 6) desproteccion del compuesto de féormula V
obtenido a partir de la etapa (5) afiadiendo agua y una base seleccionada de hidroxido sédico o hidréxido potasico al
compuesto de formula V, y cristalizacion del compuesto de féormula | en presencia de agua afiadiendo un acido
seleccionado de acido clorhidrico o acido sulfurico.

Descripcion detallada de la invencién

En la presente memoria descriptiva, la frase “sélido de bilis porcina” representa un sélido derivado de bilis porcina, y
contiene la mezcla de los acidos quenodesoxicélicos de Formulas I~IV.
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[Férmula I]

en las que, el compuesto de formula | representa acido quenodesoxicolico (acido 3a.,7a-dihidroxi-5-colico, AQDC);
el compuesto de férmula |l representa acido hiodesoxicdlico (acido 3a,6a-dihidroxi-53-célico, AHDC); el compuesto
de férmula lll representa acido hiocolico (acido 3a,6a,7a-trihidroxi-5p-célico, AHC); y el compuesto de férmula IV
representa acido 3a-hidroxi-6-oxo-53-cdlico (ceto).

En lo sucesivo en el presente documento, cada etapa para purificar acido quenodesoxicélico de acuerdo con la
presente invencion se ejemplificara con detalle.

Etapa 1: Pre-tratamiento del sélido de bilis porcina

Para usar el soélido de bilis porcina que tiene un contenido del 35~55 % en peso de acido quenodesoxicdlico en la
etapa de purificacion, todo el sdélido de bilis porcina se agita y se disuelve en un disolvente organico a reflujo. A
continuacion, la mezcla se enfria a temperatura ambiente, y se agita mas durante 1~2 horas. A continuacion, los
materiales insolubles se retiran de la mezcla usando papel de filtro, preferentemente papel de filtro y tierra de
diatomeas. El disolvente organico se retira a presion reducida para obtener restos (por ejemplo, AQDC, AHDC AHC
y ceto), que se usan en la siguiente etapa. La sal usada en la presente etapa puede seleccionarse opcionalmente
siempre que no afecte a los compuestos en el reactivo. Preferentemente, la sal es al menos una seleccionada del
grupo que consiste en cloruro soédico, sulfato magnésico anhidro (MgSQO4) y sulfato soédico anhidro, mas
preferentemente cloruro sédico. La cantidad de sal usada en la presente etapa es preferentemente un 5~10 % en
peso, en base a la cantidad de disolvente organico. Si la cantidad de sal es menos del 5 % en peso, el agua y los
materiales insolubles (tales como acidos grasos, etc.) en el sélido de bilis porcina no se retiran suficientemente, lo
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que hace dificil la filtraciéon y reduce el rendimiento y la velocidad de la reaccion de esterificacion. Si la cantidad de
sal es mayor del 10 % en peso, la sal superflua se mantiene como impureza, lo que hace dificil la purificacion.
Preferentemente, el disolvente organico puede seleccionarse opcionalmente de aquellos que puedan disolver el
acido quenodesoxicolico del solido de bilis porcina y no tengan efectos adversos al mismo. Mas preferentemente, el
disolvente es acetato de etilo o acetona.

Etapa 2: Esterificacién del acido quenodesoxicélico

Se afade alcohol al resto de mezcla de acido quenodesoxicdlico obtenido a partir de la etapa anterior, y a
continuacioén la solucion se agita a reflujo antes de que el resto se disuelva completamente. A continuacion, la
solucion se enfria a 0~5 °C. Se afiade un catalizador acido a la solucion, que se agita a temperatura ambiente hasta
que la reaccién de esterificacion de la mezcla de acido quenodesoxicolico se complete. Cuando se completa la
reaccion, la soluciéon se neutraliza ahadiendo una base, y a continuacién se filtra. El material filtrado se lava con
alcohol y se concentra a presion reducida para obtener una mezcla de éster de acido quenodesoxicoélico (por
ejemplo, AQDC-Me, AHDC-Me, AHC-Me y ceto-Me) como resto. El alcohol usado en la presente etapa no esta
limitado especificamente, pero es preferentemente un alcohol inferior que tiene 1~4 atomos de carbono, mas
preferentemente metanol, para una reaccion de esterificacion facil. El catalizador acido usado en la presente etapa
es preferentemente acido sulfurico o acido para-toluenosulfénico (APTS), y la base es bicarbonato sédico, carbonato
sédico o carbonato potasico.

Etapa 3: Acetilacion del éster de acido quenodesoxicélico

Todos los grupos hidroxi en la mezcla de éster de acido quenodesoxicolico se acetilan afiadiendo acido acético
anhidro y una base débil al resto obtenido a partir de la etapa anterior a reflujo. Cuando la reaccion se completa, se
afnade tolueno a la solucion de reaccion con agitacion a reflujo. A continuacion, el acido acético anhidro, el acido
acético y la base que quedan después de la reaccién se retiran agitando a reflujo y concentrando la soluciéon de
reaccion a presion reducida, para obtener una mezcla de éster de acido quenodesoxicolico acetilado (por ejemplo,
AQDC-diAc-Me, AHDC-diAc-Me, AHC-triAc-Me y ceto-Ac-Me) como resto. La base débil usada en la presente etapa
es preferentemente acetato sédico anhidro o piridina, mas preferentemente acetato sédico anhidro.

Etapa 4: Retirada de productos intermedios de férmulas Il y IV

Se afiade un disolvente no polar al resto. La mezcla se agita a reflujo hasta que se disuelva todo el resto y se enfria
a temperatura ambiente. Con el mantenimiento de la temperatura del disolvente dentro de 20~25 °C, los productos
intermedios de férmulas Ill y IV y una parte del producto intermedio de formula Il (por ejemplo AHC-triAc-Me, ceto-
Ac-Me y una parte de AHDC-diAc-Me) se cristalizan y se retiran por filtracion. De esta manera, el material filirado se
lava adicionalmente con un disolvente no polar, y a continuacion la solucion filtrada y lavada se concentra a presion
reducida o se seca al vacio. El disolvente no polar usado en la presente etapa es preferentemente hexano, heptano,
octano, isooctano y similares, mas preferentemente hexano o heptano.

Etapa 5: Produccién de éster del compuesto acetilado de férmula |

Para producir éster de metilo de diacetato de acido quenodesoxicolico (AQDC-diAc-Me) de féormula V que es un
producto intermedio para preparar el compuesto de formula |, se afiade un disolvente alcohdlico al producto obtenido
a partir de la etapa anterior, y a continuacién el compuesto de férmula V se cristaliza dejando la mezcla durante 2~3
horas a 20~25 °C. Si la temperatura es menor de 15 °C, la agitacion y el filtrado son dificiles debido a la coagulacion
del compuesto de formula V, y si la temperatura es mayor de 25 °C, la cristalizaciéon no se produce suficientemente.
Cuando el compuesto de féormula V se cristaliza, el producto intermedio de férmula Il se retira del disolvente usando
filtracion. De esta manera el material filtrado se lava con disolvente alcohdlico y se seca al vacio para obtener éster
de metilo de diacetato de acido quenodesoxicdlico de férmula V como producto bruto. Para purificar el compuesto de
férmula V con alta pureza, preferentemente en el contenido del 99 % o mas, es preferible realizar la cristalizacion
afadiendo un disolvente alcohdlico y dejando la mezcla durante 2~3 horas a 0°C~15°C, preferentemente
0°C~5°C. Si la temperatura es menor de 0 °C, el contenido del compuesto de formula V disminuye, y si la
temperatura es mayor de 15 °C, el contenido del compuesto de féormula V disminuye incluso aunque se haya
producido la recristalizacion. El disolvente alcohdlico usado en la cristalizacién es preferentemente un alcohol lineal
o ramificado que tiene 1~4 atomos de carbono, mas preferentemente etanol, metanol o isopropanol, mas
preferentemente metanol, considerando el contenido del compuesto de férmula V. La cantidad de alcohol usada en
la cristalizacién es 0,5~3 veces, preferentemente 1,0~2,0 veces, a la cantidad de resto. Si la cantidad es menor de
0,5 veces, la filtracion es dificil ya que los cristales coagulan entre si. Si la cantidad resulta mayor de 3 veces, el
contenido para el compuesto de férmula V no se ve afectado por la cantidad.
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[Formula V]

AcO™

Etapa 6: Desproteccion y cristalizacion del dcido quenodesoxicolico

El producto intermedio del compuesto de férmula I, el compuesto de formula V, obtenido a partir de la etapa anterior
se desprotege en presencia de una base, y el pH de la solucién de reaccion se ajusta a 4 o menor, preferentemente
a 2~3 en una condicion acida, para formar el acido quenodesoxicélico de formula |. Simultdneamente, la solucion de
reaccion se deja a 35~45 °C, preferentemente a 35~40 °C para cristalizar el compuesto de férmula | en presencia de
agua. La solucion de reaccion se filtra, se lava con agua y se seca al vacio para refinar puramente el acido
quenodesoxicolico. La base usada para la desproteccién no esta limitada especificamente, pero se prefiere el
hidréxido sddico o el hidroxido potasico para la etapa de post-tratamiento. Si el pH es mayor de 4, los cristales no se
forman, y si el pH es menor de 2, la pureza del producto final se reduce debido al acido superfluo. Si la temperatura
de cristalizacion en agua es menor de 35 °C, la pureza del compuesto de féormula | disminuye, y si la temperatura es
mas de 45 °C, la filtracion es dificil ya que los cristales derivados del compuesto de férmula | coagulan entre si. El
acido usado para neutralizar la solucién de reaccién tampoco esta limitado especificamente, pero se prefiere el acido
clorhidrico o el acido sulfurico para la etapa de post-tratamiento. Dado que el resto obtenido a partir de la etapa
anterior contiene un 99 % o mas del compuesto de férmula V, el compuesto de formula | puede refinarse puramente
sin cristalizacion adicional usando un disolvente organico ya que el contenido de impurezas es bajo. El producto que
contiene el compuesto de férmula | cristalizado en agua de acuerdo con la presente invencién es adecuado para el
procedimiento de fabricacion industrial ya que su punto de fusion es aproximadamente 20 °C mayor, y tiene menor
volumen, que el compuesto cristalizado de férmula | en un disolvente organico.

La presente invencion se explicara mas especificamente en los siguientes ejemplos. Sin embargo, debe entenderse
que los siguientes ejemplos estan concebidos para que ilustren la presente invencioén, y no pueden limitar el ambito
de la presente invencion de ninguna manera.

Procedimiento analitico

Se us6 HPLC para confirmar los productos intermedios separados de cada etapa, y las condiciones de ensayo son
como sigue:

Columna: Capcell pak UG120 C18 (4,6 X 250 mm, Shiseido)
Fase movil: acetonitrilo/agua (85:15)

Detector: espectrometro ultravioleta (210 nm)

Caudal: 1,0 ml/min

Insercion: 20 pl

Ejemplo

Etapa 1: Pre-tratamiento del sélido de bilis porcina

Se agitaron 600 g de sdlido de bilis porcina que tiene un contenido 35~40 % en peso de acido quenodesoxicdlico y
240 g de cloruro sodico en 2400 ml de acetato de etilo a reflujo durante 1 hora, para disolver todo el sélido de bilis
porcina. A continuacion, la mezcla se enfrio a 20~25 °C, se agité durante 1 hora y se filtr6 a través de tierra de
diatomeas, y de esta manera el material filtrado se lavd con 240 ml de acetato de etilo. La solucion filtrada
combinada se concentré a presion reducida para obtener la mezcla de acido quenodesoxicolico (AQDC, AHDC,
AHC y ceto) como resto.

Etapa 2: Esterificacién del acido quenodesoxicélico

Al resto obtenido a partir de la etapa anterior se afiadieron 1500 ml de metanol, y la solucién mezclada se agit6 a
reflujo durante 30 minutos hasta que el resto se disolvi6 completamente. Esta soluciéon se enfrié a 0~10 °C, se
afiadieron 19,5 ml de acido sulftrrico a la solucién con agitacion, y a continuacion la reaccion de esterificacion de la
mezcla de acido quenodesoxicolico se completd agitando a 20~25 °C durante 2 horas. Cuando la reaccion de
esterificacion se completd, la solucién se neutralizé con 53,9 g de bicarbonato sédico, y a continuacion se filtr6. De
esta manera el material filtrado se lavd con 600 ml de metanol, y se concentrd a presion reducida para obtener 534 g
de mezcla de éster de acido quenodesoxicolico (AQDC-Me, AHDC-Me, AHC-Me y ceto-Me) como resto.
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Etapa 3: Acetilacién del éster de acido quenodesoxicolico

A 534 g de una mezcla de éster de acido quenodesoxicélico obtenida a partir de la etapa anterior se afadieron 80 g
de acetato sddico anhidro y 800 ml de acido acético anhidro. La solucién mezclada se calenté a reflujo a 120~140 °C
durante 5 horas, y a continuaciéon se concentré inmediatamente a presion reducida. El acido acético anhidro y el
acido acético se retiraron completamente afiadiendo 100 ml de tolueno a la solucion de reaccion, agitando a reflujo
durante 15 minutos, y concentrando a presion reducida, para obtener una mezcla de éster de acido
quenodesoxicdlico acetilado (AQDC-diAc-Me, AHDC-diAc-Me, AHC-triAc-Me y ceto-Ac-Me) como resto. El resultado
de HPLC para el resto (TA): AHC-triAc-Me (8,76 min), ceto-Ac-Me (9,05 min), AQDC-diAc-Me (12,21 min) y AHDC-
diAc-Me (12,81 min).

Etapa 4: Retirada de productos intermedios de férmulas Il y IV

Al resto obtenido a partir de la etapa anterior se afiadié un disolvente no polar (2670 ml de hexano) y a continuacion
la solucion mezclada se agité a reflujo durante 30 minutos. A continuacion, el disolvente de hexano se enfrié a
25~35 °C, se agité durante 3 horas y a continuacion se filtr6. De esta manera el material filtrado (AHC-triAc-Me y
ceto-Ac-Me) se lavé adicionalmente con 534 ml de hexano, y la solucidn filirada y lavada se concentr6é a presion
reducida para obtener los productos intermedios de férmulas | y Il (AQDC-diAc-Me, AHDC-diAc-Me) como resto. El
resultado de HPLC para el resto (TA): AQDC-diAc-Me (12,21 min) y AHDC-diAc-Me (12,81 min).

Etapa 5: Produccién de éster de metilo de diacetato de acido quenodesoxicélico

Al resto obtenido a partir de la etapa anterior se afiadieron 801 ml de metanol y la solucion mezclada se agita a
reflujo durante 30 minutos, se enfrid a 20~25 °C, se agité mas durante 2 horas y a continuacion se filtr6. El material
filtrado (AQDC-diAc-Me) se lavo con 267 ml de metanol, y se secé al vacio a 60 °C para obtener un contenido del
95~98 % de producto bruto. A continuacion, al producto bruto se afiadieron 288 ml de metanol, y la recristalizacion
se realizd para la mezcla a 0~5 °C durante 2 horas para obtener un contenido del 99 % de éster de diacetato de
acido quenodesoxicolico. El rendimiento es 143 g (113,8 g + 29,2 g de licor madre). p.f.: 128~129 °C. El resultado de
HPLC para el resto (TA): AQDC-diAc-Me (12,21 min).

Etapa 6: Desproteccion y cristalizacion del acido quenodesoxicdlico

A 1425 ml de agua se anadieron 143 g de éster de diacetato de acido quenodesoxicolico y 171 g de hidréxido
sédico, y a continuacion la solucién se agité a reflujo durante 4 horas. El pH de la solucién se ajusté a 2~3 usando
342 ml de acido clorhidrico. A continuacion, la solucion se agité a 35~45 °C durante 1 hora, y a continuacion se filtro.
El material filtrado se lavd con 142 ml de agua y se secd al vacio a 70°C para obtener 113,8 g de acido
quenodesoxicolico puro. p.f.: 160~161 °C, [a]D25+ 13,0 ° (c=1, CHCl3).

Ejemplo comparativo

Etapa 1: Pre-tratamiento de la bilis

Se disolvieron 150 g de bilis porcina concentrada en 1000 ml de agua caliente. A continuacion, se afiadieron 100 g
de hidroxido sdédico, y la solucidn se agitd a reflujo durante 20 horas. Esta solucion se enfrié a 25 °C. Se afiadieron
1500 ml de agua a la solucion, que se mantuvo en frio durante un dia. Se afiadieron 10 g de tierra de diatomeas a la
solucion de reaccion, que a continuacion se agito y se filtrd para retirar el 3a-hidroxi-6-cetocolato sédico precipitado
de formula IV. El filtrado se ajusté a pH 8 usando acido sulfurico concentrado, y a continuacion se agité durante 15
minutos después de afiadir 5 g de hidrosulfito sddico. A continuacioén, se afiadieron 400 ml de acetato de etilo a la
solucion, que se ajustd a continuacion a pH 5 usando acido sulfurico diluido. La solucidon se agité durante 30
minutos, y se retird la fase acuosa de la misma por separacion de fases. A la fase organica se afiadieron 7 g de
tierra de diatomeas y 7 g de carbdn activado, que a continuacion se agitd durante 30 minutos y se filir6. De esta
manera el material filtrado se lavd con 50 ml de acetato de etilo, y se concentrd a presion reducida.

Etapa 2: Esterificacién del acido biliar

El resto obtenido a partir de la etapa anterior se disolvio en 300 ml de metanol. Se afadieron 4,0 ml de acido
sulfdrico concentrado a la solucién, que se agitdé durante un dia a temperatura ambiente. A continuacion, la solucion
se neutralizé con bicarbonato sodico (pH 7), se filtrd y a continuacion se concentrd a presion reducida.

Etapa 3: Retirada del éster de metilo de formula Il

El resto obtenido a partir de la etapa anterior se disolviéo en 320 ml de benceno caliente, y la solucién mezclada se
concentré a 225 ml, y se mantuvo en frio durante un dia. A continuacion, la solucion se filtrd; de esta manera el
material filtrado (aducto de metil éster de benceno de férmula Il) se lavd con benceno, y la solucion filtrada y lavada
con benceno se concentré a presion reducida.
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Etapa 4: Acetilacién del éster de acido biliar

Al resto obtenido a partir de la etapa anterior se afiadieron 75 ml de acido acético anhidro y 7,5 g de acetato sédico
anhidro, y a continuacion la solucion mezclada se agit6é a reflujo durante 5 horas. El acido acético anhidro restante
se retird destilando el acido acético anhidro, agitando a reflujo durante 15 minutos después de afadir 35 ml de
metanol, y a continuacion destilando a presion reducida.

Etapa 5: Retirada del éster acetilado de formula Il

El resto obtenido a partir de etapa anterior se calent6 a reflujo en 200 ml de disolvente de hexano, y la solucion se
almacend a 20 °C durante un dia, y se filtr6. De esta manera el material filtrado (cristal bruto de AHDC-triAc-Me) se
lavé con hexano, y la solucion filtrada y lavada se destil6 a presién reducida.

Etapa 6: Separacion del compuesto de férmula V

El resto obtenido a partir de la etapa anterior se disolvio en 46 ml de etanol caliente, y a continuacion se mantuvo en
frio durante un dia. Esta solucion se filtré, y de esta manera el material filtrado se lavé con 27 ml de etanol frio, y se
seco al vacio a 60 °C. Se recristalizaron 21,5 g del compuesto de formula V usando 3 veces de etanol para obtener
18,5 g de producto. p.f. 119~121 °C; [cx]D25+ 10,4 ° (c=1, Dioxano); [a]D25+ 13,8 ° (c=1, CHCl3).

Etapa 7: Saponificacién y neutralizacion

A 185 ml de agua se afiadieron 18,5 g de éster de metilo de diacetato de acido quenodesoxicdlico y 18,5 g de
hidréxido soédico, y a continuacion la solucién mezclada se agité a reflujo durante 14 horas. A continuacion, el pH de
la solucidn se ajustd a 4,5 usando acido sulfurico concentrado.

Etapa 8: Produccién del compuesto de formula |

La solucién de reaccion se extrajo usando acetato de etilo, y la fase acuosa se descarté de la misma. La fase de
acetato de etilo en la solucién se lavé con solucion salina al 6 %, y la solucion se destildé a aproximadamente 90 ml.
Esta solucion se enfrio, se mantuvo en frio durante un dia después de afiadir 90 ml de hexano y se filtr6. De esta
manera el material filtrado se lavé con 20 ml de hexano, y se seco al vacio a 60 °C para producir 12,7 g de acido
quenodesoxicolico. p.f. 143~145 °C; [a]D25+ 13,0 ° (c=1, CHCl3).

Aplicabilidad industrial

La presente invencion puede purificar el acido quenodesoxicolico de férmula | a partir de sélido de bilis porcina con
rendimiento y pureza altos. Ademas, la presente invencion es adecuada para la purificacion industrial reduciendo el
tiempo de purificacion.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de purificacion del compuesto de formula |, que comprende las etapas de:

1) pre-tratamiento de la bilis porcina disolviendo soélido de bilis porcina derivado de la bilis porcina, que contiene
la mezcla de los acidos quenodesoxicolicos de las Férmulas I-1V,

[Férmula I]

y que tiene un contenido del 35-55 % en peso de acido quenodesoxicdlico, en un disolvente organico que
contiene sal, en el que el disolvente organico es acetato de etilo o acetona, y la sal es al menos una
seleccionada del grupo que consiste en cloruro sddico, sulfato magnésico anhidro y sulfato sédico anhidro;

2) esterificacion de una mezcla de acidos quenodesoxicdlicos de férmulas | a IV afiadiendo alcohol C14 al resto
obtenido a partir de la etapa (1);

3) acetilacion de la mezcla de ésteres de los acidos quenodesoxicélicos de formulas | a IV afiadiendo acido
acético anhidro y una base débil seleccionada de acetato sddico anhidro o piridina al resto obtenido a partir de la
etapa (2);

4) afadir un disolvente organico no polar seleccionado de hexano, heptano, octano o isooctano al resto obtenido
a partir de la etapa (3) y agitar a reflujo hasta que todo el resto se disuelva, y posteriormente cristalizar y retirar
los ésteres acetilados de los acidos quenodesoxicolicos de férmulas Ill a 1V, y una parte del éster acetilado del
acido quenodesoxicolico de formula Il;

5) afiadir alcohol C1.4 al resto obtenido a partir de la etapa (4) y cristalizar el compuesto de férmula V
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[Formula V]

AcO™

durante 2~3 horas al intervalo de temperatura de 20 ~ 25 °C; y

6) desproteccion del compuesto de formula V obtenido a partir de la etapa (5) afiadiendo agua y una base
seleccionada de hidroxido sédico o hidroxido potasico al compuesto de férmula V, y cristalizacion del compuesto
de férmula | en presencia de agua afiadiendo un acido seleccionado de acido clorhidrico o acido sulfurico.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la cantidad de sal es del 5-10 % en peso, en base
al peso total del disolvente organico.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la etapa (5) comprende adicionalmente la
recristalizacion del compuesto de férmula V en alcohol Ci4, dentro del intervalo de temperatura de 0 ~ 15°C
después de la etapa de cristalizacion, y la pureza del compuesto recristalizado de férmula V es del 99 % o mayor.

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la cantidad de alcohol usada en la etapa (5) 0,5 ~ 3
veces la cantidad de resto obtenido a partir de la etapa (4).

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el pH de la desproteccion en la etapa (6) es 4 o
menor.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la cristalizacion en presencia de agua en la etapa
(6) se lleva a cabo en el intervalo de temperatura de 35 ~ 45 °C.
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