
S.B.-

para una p a ten te  de Invención por v e in te  años en España, por: vproce'- 

d ig ien to  para  l a  prepara o ion de c atonas no satu radas de l a  s e r ie  del 

oidLopentano-polihldro- fenantreno por procedimiento bioquímico" . a 

iav o r dé l a  r .  s .  30HERING A.G., re s id en te  en B erlín  (ALEMANIA) * Mtt- 

l l e r s t r a s s e ,  170/ 172;.

ES éabido # e  pim? v ia  b ioqu& iea y prénisamént^^ 

p a rc ia l mediante fe rm en to esep u ed e  p reparar dé l a  A 4 '5-androateno- 

¡ .: ::'diona'^.'Í3'^ ^ '- ln 'te s t^  oonferm ento una

reducoién de l a  dehidroandrosterona en e l A 5*^-androstenodiol-3 ,17.

$ (Mamoli y colaboradores, B eriehte de la S o c ie d a d  Químioa Alemana, 

70,470 (1937) ; re v . deQ aim ica F is io ló g ic a  245,93 H 9 3 7 )).

Ahora b ien , se ha descubierto  que empleando también o tros met%* 

dos bioquímicos puede lla g a rs e  a la  te a to s te ro n a , cuando en efec to  se 

aprovecha l a  acción ox idan te  de c ie r to s  microorganismos. Con au x ilio  

10 p o r e ja s p lo d e b a o té r ia s  de l grupo de la s  aoetobaoterias^  en esp ec ia l 

oon el bacterlum  (acetobaoterium ) pasten rianu rnsepuede  r e a l iz a r  una 

oxidación p a rc ia l del ¿t ? ' -and ro sten o d io l-(3 , l 7 ) .  de su e r te  que se
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Origine la  testosterona. También se emplean bacterias como e l micro- 

. cocas oblongas o la s  bacterias' de la  sorbosa para, oxidad énbioquím i- 

.. ca;'''. .IjOS". bongos del moho, por ejen^lo c ier to s  aspergilaceos, pueden 

emplearse ventajosamente para esta reaccién. De igual modo que el an- 

$. drostenodiol puede oxidarse la  debidroandrosterona con au x ilio  de

la s  mismas bacterias en la  A ^'5-aoCyostenodiona-(3,17) 7 ¿1 A 5' ^-an- 
drostanodiol-(3 ,1?)-monopropiato-1? en testosterona.

La testosterona se ha preparado ya.por v ia  s in tá tiea  y preci-  

. Samemts'.dS]. acetato de dehidroandrosterona pasando por e l monoacetato 

10 de androatenodiol, el acetato-benzoato de androstenodiol, monobenzoa- 

to de androstenodiol, benzoatode testoaterona. Come de e s te  esquema 

se desprende^ sé necesita  para estapreparacién einee fases de traba­

je; l e  que s ig n ific a  naturalmente ún procedimiento mucho más eompli- 

oadb frente a l actual que en dos fa ses  proporciona l a  testosterona  

1 5  desde la  dehidroandrosterona pasando por e l andróstanodiol.

Frente a l método arriba indicado de la  reducoién pareia l de la  

andr o st eno di ona de Mamoli, que por via  enaimática, lleg a  también a 

la  testoaterona, e l procedimiento actual presenta la  ventaja téonica  

de que e l material de partida para é l necesario, por ejemplo el an- 

20 '. drostenodiol, se puede obtener con rendimiento' cuantitativo (100%)

'dé la'deMdrOánirO'StéEona; m ie n ta  e l material departida  que 

hay que emplear' en él método de reducoién dB 'Nááoii, l a  .áBdro'ste-no- 

diona, puede obtenerse con menor rendimiento^

. .LesC .̂iblrm-'bS' más detenidamente e l prooedimimto valiéndonos

25.' . dé lo^

Ejemplo 1

Como diaoluoién n u tr itiva  para la s  bacterias se empleé caldo 

de cerveza sin  liipulo para cerveza alma-cenadas :'SL contenido de malto­

sa del caldo se determiné y por d iluoién  Con agua s e l l e g o  a un con- 

30 tenido de 4% aproximadamente. La disoluoién n u tritiva  se calenté lue­

go en e l  autoclave durante 20 minutos a 1 1 5 9  después de agregar carbo­

nato cáloico  y después de enfriar ee f i l t r o  c lara . La d isolucién  nu
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t r i t i l a  calen tada nuevamente bajo p resido  se in trodu jo  despuás en 

cápsulas P e tr í  amplias e s tá r l le s  y a e in o c u ló  con e l bacterium  pas- 

teurianum. Despuás de tro s  d ías  de reposo a l a  tá m p e ra tu ra .d e llo o a l 

i . en cada cápsmla o p la o a P e t r i  que contenía l a  d iso luc ión  n u tr i t iv a  de 

. I $ 360 cm3, se incorporó 'una d iso luc ión  de 300 mg de androstenodiona en

' Ig  de alcohol e t í l i c o  con todo cuidado. Después de o tro  reposo de 

dog di&s a l a  tem peratura d e l lo c a l se agregó nuevamente l a  misma can­

tid a d  de andrò stano di ol y se ab¡andond nuevamente durante dos d ias a 

¡ la. m ism a't emperatura. -Bespuéa se reunieron  lo s  contenidos de la s  cáp-

10 aulas P é tr i  y se tr a ta ro n  con é te r  h asta  agotam iento. La-disolución 

, e té rea  se p rivó  del ácido acético, por lavado, ácido que se había fo r-  

¡ mado también en la  ferm entación y se evaporó despuás deL secado. El

residuo se p re c ip itó  con d ig ito n in a , el f i l t r a d o  se privó  de la  d i-  

í g ito n in a  y en metánól- se hizo reacc ionar con ace ta to  de semiearbaclda-,

i :13 La semioarbazona se a is ló  y se d isocio  del modo conocido. Después da 

! t r a t a r  oon metanól ácido se c r is ta l iz ó  en eáte  a c é tic o . E l producto 

presentó  en metano! un índ ice de ro tac ió n  de / ^ 7  1089; punto

fusión 152- y se comportó o o m otesto sterona . Rendimiento: l6%.

Ejemplo 2

#  Bag)lea.ndo e l mismo su b stra to  para  la s  b a c te r ia s  que se ha des­

c r i to  en e l aj ampio precedente, se agregó a l  cu ltiv o  bac teriano  la  

d iso luc ión  a lco h ó lica  del producto que se ha de ox idar. Se emplearon 

200 mg de dehidroandrosterona en una cantidad de su bstra to  de 300 cm3. 

Después de un reposo de t r e s  d ias se ex tra jo  con é te r ,s e  lavó  l a  d iso- 

2$ lu c ió n  etíérea,se  secó y se evaporó. El residuo para  elim inar l a  dehi- 

droandroaterona no a lte ra d a  se t r a tó  durante 4 horas en p ir id in a  abso­

lu t a  oon anhídrido d e l ácido f tá L io o ,la  mezcla de reacc ión  se v e rtió  

en agua, se ex tra jo  con é te r  y l a  p ir id in a  se eliminó lavando con agua 

acidulada. E l é s t a r á o i d o  d e l ácido f t à l i c o  de l a  dehidroandrosterona 

30 se pudo luego separar oon á lc a l i  y l a  d iso luc ión  e té rea  después de 

evaporadadejó  un c r is ta liz a d o  que se t r a t é  oon metanol acidulado y



después de l a  r e c r is ta l iz a o ió n  en hexano dio androstenodiona con in -  . 

d i c a /d e r  198  ̂ ( CHOl^) y P í .1733. Rendimiento: 20%.

Gomo se h a d e s e r i to  en lo s  ejemplos l y  2, en o tro  ensayo ae 

$ sometió a l a  oxidación e l monopropionato-17 de andróstenodiol^ u t i l i ­

zando 300 mg de e s te  producto (P f.Í469; / ° ^  2 9 é -  623 (OgÉ^OH)) para 

u n e u l t iv o  de b a c te r ia s o o n  306 om3 de su b s tra to . Después de un r e ­

poso de ouatro  d ias  a l a  tem peratura del lo c a l se tra b a jó  como se ha 

desorito. en e l ejemplo 2 y también ae eliminó el monopropionato no 

10 a lte rad o  oomo á s te r  óoido d e l  ácido i t á l i c o .  E l propionato de te s to s -  

te rona remanente después de l a  i  sonorización , se c r i s t a l iz ó  después 

en hexano y te n ia  la s  s ig n ie n te s  c a ra c te r ís t ic a s :  P f .lp lS ;

873 (CgE^on). Rendimiento: gl%.

Bjampio 4

1$ Sobre un l i t r o  de una d iso lución  n u t r i t iv a  con la  composición:

1% peptona

0^2% b iio s fá to  amónico 

0,1% b ifo s fa to  potósico  

0,025% fosfatom agnésioo

20 / pe h ic ieron  oreóer..'bdm' b& eterias d e só rb o sa , L u e g o a e s ta  d iso luc ión

; \ ..deO ultiTo'' ae incói^Oraron en .porciones 10 on^ de una d iso luc ión  a l  .

' 2%''.4e óoleaterlna.^ repóse se ex tra jo  con .

óter: tó'da la ' mezoia.'de .reaced& i ^  d isolución, e té rea  .se lavó con agua, 

-"se secó y se evaporó. A continuación el residuo  se hizó reacc io n ar en ; 

29 metanol cen ace ta to  de sem icarbacida. Se separó l a  colestenonasem icar- 

bazona. La semicarbazona después de l a  disoñación sum inistró  l a  eo les- 

tanona con la s  c a ra o te r is t ie a s : P f480- 8i s ; ^  a +  S?a (CHOl^) .

Rendimiento 29%*

.„3.^,.^
' 60 am̂  de agua de ferm entos e s t é r i l ,  .se  amortiguaron agregando 

''$0... " .':10. ca^ de fo s fa to  sódico secundario m/$ y lO om3 de fo s fa to  potásico



prim ario m/$ se tra ta ro n  oon gOO mg de dehidro-androsterona finamente 

pu lverizada y durante una hora se e s te r i l iz ó  en l a  au toclave . Después 

d e g n f r i a r , s ó  in fe c tó  oon u n a sg o ta s  de una mezcla bac te rian a  aero­

b ia , que se había cu ltivado  con lo s  métodos o rd in a rio s  de fermento mi- 

$ lMiés (ferm entos m ilaneses flo o u lo so s) . La mezola de reaeoión  s.e a g i­

tó  después a* 329 bajo oxígeno durante 46 horas. A continuación .Se in - 

. terrumpio e l ensayoy  ae f i l t r ó  la su s p e n s ió n . Eirviendo .con acetona 

' ..ise.é:limiUÓ'..dél residuo  remanente sobre el f i l t r o  el. producto de reac ­

ción . Después de concentrar l a  d iso lución  de acetona y agregar: ouida- 

10 ... desámente agua^ o r is ta l iz ó  l a  é ^-androstenodlona de punto de fusión  

l 68s ( s i n e o r r e g i r )  con un rendim iento ¿ e 87%. .

Ej enrío 6 .

60 om̂  de agua de fermentos e s t é r i l  sé compensaron agregando.

10 om̂  de fo sfa to  sódico sec^ m/p- y 10 cm3 de fo s fa to  po tásico  prim .

15 , m/3  se mésclaron con 200 mg de pregnenolona finam ente pu lverizada y

duran te  hora se e s te r i l i z ó  en el au toclave. Después de e n f r ia r  

Sé in fe c té  con a lgunas 'go tas  de una mezcla b ac te rian a  deshidrogenan­

t e  re e i en oultivada en agua de ferm entos. Lam ezcla de reaeción  se 

a g ité  luego a 32* bajo  oxígeno durante se is  d ia s . A continuación se 

20 intérrum pié é^ se f i l t r o  l a  suspensión. EL producto de reae - '

. 'CiÓn.. áe' ex tra jo  é é n  aoétona..por.cocción .del residuo  remanente sobre 

el f i l t r o  y se h izo  ori;st& llzsr'i.. E ra'una'm ezcla de pregnenolona y 

progesterona. La separación de e s ta  mezola se h izo segén Buténsndt y 

Westphal del modo s igu ien te :

2$ La mezola se d isu e lv e  en .3 . om3 de cloroformo y 1 1 /2  cm3 de

p ir id in a  ab so lu ta . Después' dé e n fr ia r  I s r d is  09 se incorpo­

ra  poco a poco una meécla. tam bién anfriadé' de 0,3 cm̂  de acido c lo ro - ¡ 

su lfó rico  y 2 cm̂  de cloroformo. El producto d é l a  re a c o ió n se  o a l ia i-  

ta  y durante una hora se h ierve  á l  baño D&rla^ Después d e n fr ia r  se 

30 incorporan unos 40 cm  ̂ de é te r  y 2O cm  ̂ dé d iso luc ión  de carbonato 

sódico 2U y se a g i ta  enárgieam ente.

1 . í 5 32 8 Í 5
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La. sa l sódica del su lfa to  áoido de pregnenolona p re c ip ita  y 

se lava con é te r .  Sé reúnen todas la s  d iso luciones e té rea s , -Sé la - ' 

van con ácido su lfú ric o  d ilu id o  y agua, se s e c a n y  se concentran por 

evaporación. SI residuo se d isuelvé  en alcohol d ilu ido  y proporciona 

80 mg de p r c g e s á ^  ¿3 ^-pregnenodiona). La s a l  sódica se d iso c ia  

Con úna mécela de dos p arté s ' de alcohol y 1 p a r te  dé ácido su lfú rico  

$n; daSOmg.  de pregnenolona.
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La p resen té  paten te  de invención comprende la s  sigUien^ 

te s  re iv ind ieao ionea;

1 .  -  Un procedimiento para la  obtención de oetonas no sa­

tu radas de la  s e r ie  d e l ciáLopentano-poliM dro-fenantrenó; ca­

rac te rizad o  porque combinaciones no sa tu radas de la  s e r ie  de l 

o ic lopen tano-po lih id ro-fenan treno  con grupo h id ro x ilo  secunda­

r io  s ituado  en e l  a n i l lo  se  someten a procedimientos de oxida­

ción  enzim átieos o fitoqu im icos.

2 . -  Un procedimiento según lo  re irin d ica d o  en e l  panto 

1, carac terizado  porque en lo s alcoholes secundarios no sa tu ra ­

dos de la  s e r ie  d e l c ic lopen tano -po lih id ro -ienan treno , per ejem­

plo en e l  ándrostenodio l, se oxida e l  grupo a lco h o lice  secunda­

r lo  en  la  posic ión  3 respecto  a l  grupo caton ice i

3 .  -  Un procedimiento según lo  re iv ind icado  en los puntos 

1 y 2̂  caracterizado  porque la  oxidación se r e a l iz a  con au x ilio  

de b a c te r ia s  del grupo ace tobao terioo , especialm ente e l  b ac te - 

rium pasteurianum .

4 .  -  Procedimiento para la  obtención de cotonas no sa tu ra ­

das de la  s e r ie  del o iclopentano-po1Ih idro -fenan treno  por pro­

cedimiento bioquím ico.- Según se describe y re iv in d ic a  en la  

p resente memoria d e sc r ip tiv a .

ConBta esta descripción dé hojas foliadas y escritas
a maquina por una so la  de sus caras^

Madrid¡
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