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PROC3 )1HIB?TO PARA là  OBTBMION DE CETO STERO IDES *

KL objeto del presente in v i t o  es un procedimiento para pre­

parar oetoeteroides, e l cual consiste en que esteroides que oontie- 

nen grupos hidróxilo deshidrogenables, se someten a la  acción de 

medios bioquímicos deshidrogenadores.

5 Para re a liz a r  la  deshidrogeñáoiÓn bioquímica ge ha u tilizad o

al auxilio  de c ie rto s  microorganismos, por ejenplo de la s  bacterias 

del grupo de la s  aoetobaoterias o de lo s  hongos del moho o e l de la s  

enzimas obtenibles de e l lo s .

Se ha comprobado ser especialmente ventajoso e l empleo de lo s  

10 llamados fermentos "empobrecidos", como lo s  que se pueden obtener

-según Wieland "Anales de Química" t .  492, p . 183 s s . agitando sus­

pensiones deferm antos en agua íto lu o l con oxígeno.

De lo s  fermentos pueden a is la rse  mezclas bacterianas deshi­

drogenantes y de estas mezclas puede cu ltivarse  una especie bacte-
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riama que permite la  deshidrogenación bioquímica con un efecto es­

pecialmente bueno. Bata especie bacteriana se obtiene por ejemplo 

del siguiente modo:

En una mezcla bacteriana deshidrogenante de fermentos milane- 

5 sea predominan la s  formas de bacilos o baston cillos. Estas pueden

cu ltivarse sobre agua de fermentos. En el cultivo puro mediante p ía  

Cas sobre agua de fermentos y  a g a r a  37* (temperatura óptima) junto 

oon grandes colonias blancas su p erfic ia les  con prolongaciones r iz a ­

das se encuentran numerosas oolonias más pequeñas, de color amarillo 

10 limón, de bordes l i s o s ,  en re lieve  de fuerte b r il lo  basta de gmm 

de diámetro. Los cu ltivos puros obtenidos de estas oolonias amari­

l la s  en agua de fermentos se oapaoitaron para la  hidrogenación, 

mientras que la s  oolonias grandes blancas contenían eaporuladores 

del tipo baoillus s u b t il is ,  que siempre resultaron in e ficaces .

15 Los gérmenes obtenidos de la s  colonias am arillas aparecieron

pii microscopio como bacilos eortos muy pequeños reunidos p aro ia l- 

/ monte an cadenas cortas. Punca pudo observarse la  formaeiónde es­

poras ni movimiento propio. í,as propiedades f is io ló g ic a s  de lo s  

gérmenes inducen & contar estos organismos probabiemente en la  cla- 

$0 se d e le s  corynebaoterium L. et ^  colorearse c la ­

ramente segán Gram, aunque, nb han podido observarse íilamentaciones 

algo largas, verdadera ramifieaoióh^ ábultamientos esféricos y s i ­

milares siempre se tenían que apreciar filamentos cortos y c ie rta s  

irregularidades d.e forma. También muchas veces pudieron .verse cier- 

23 tas estrías en la  odoración en bandas bien y mal colorables. La 

, especie presenta buen carecimiento en agua de fermentos y en los

correspondentes substratos nutritivos de agar y ge latin a . Resulta 

menas conveniente el caldo peptónioo preparado oon extracto de car­

ne. Es sorprendente e l consumo pronunciado de a ire  de la s  bacterias 

30 y su fuerte poder peptonlzante en leche que se coagula sólidamente 

a 3§sc después de tre s  d ias. EÌ coágulo se diluye después comenzan-
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do por arriba y después de unos 14  dias Be convierto prácticamente 

por completo en un liquido amarillento casi c laro . Los cu ltivos 

aerobios en gelatina presentan en el Canal aerobio un crecimiento 

solo moderado, mientras que en la  su perficie  se forma una capa-ama- 

r i l l a .  La licuación de la  gelatina comienza a la  temperata del 

lo ca l después de unos 6 a 7 dias y progresa lentamente. Los c u lt i­

vos agitados en agar y caldo peptónioo con 2% de glucosa o de la c ­

tosa presentan buen crecimiento en la  superficie pero no forman ga­

ssa . En substratos nutritivos de autolizado de fermentos solo se 

10  puede comprobar a l  principio un pequeño crecimiento o absolutamente 

ninguno. El cultivo en patata análogamente a lo s  cu ltivos de agar 

inclinados, presenta una sedimentación fu erte , am arilla y muy b r i­

lla n te .

Todas la s  Indicadas propiedades hablan en favor de una especie 

15  de la  clase oorynebaotarium, a saber del corynebacterium helvolum 

L .et N., de suerte que en lugar de la  especie bacteriana obtenida 

del fermento milanés pueden emplearse especies de corynebacterium 

helvolum L .et N. Cultivadas de otro modo y manera.

! ladeahi&rogenaciónbióquím i

20 condiciones aerobias o án presencia de aeeptores de-.-hidróg-m-o.,'comO:'' 

azul de metileno; quinché

A la s  combinaciones esteroídicas u tilizad as como m ateriales de 

partida para la  deahidrogehación bioquímica pertenecen por .ej A p lc  

la s  esterinas y ácidos gáli'oos que contienen grupos h id ró filo  des- 

2$ hidrogenables y también sus productos de desintegración, combina- 

oiones del tipo de la  oortina que contienen grupos h idréxilo  deŝ * 

hidrogiemables y de lo s  tóxicos cárdiacos animales y ^vegetales. 

Pueden oap&ear# además como material de partida combinaciones de 

la  se r ie 'd e l pregnano que contienen grupos hidróxilo deshidrogena­

do b les, y también combinaciones de l a  serie  del estráno: y del andros*' 

taño que contiene dichos grupos hidróxilo deshidrogeaablas. Be' & s
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combinaciones últimamente señaladas exentas de cadenas laterales, 

señalaremos especialmente la s  combinaciones como e l estradlbl,;;' o ĉ  

tahidro:eát.rona y la s  combinaciones no saturadas de la. áerlé;V.lél'''an-^''' 

drostano, la s  oombiñaoioneá ^  la  dehidroandróstero-

na y el androstenodiol.

Si en el material de partida, además del grupo o de los grupos 

hidroxilo que se han de deshidrogenar se contienen otros grupos h i­

droxilo deshidrogenables entonces éstos se pueden proteger.en caso 

necesario del ataque de lo s  medios bioquímicos deshidrogenantes.

E l procedimiento de la  deshidrogenhc i  on bioquímica según el 

invento resu lta  especialmente ventajoso en la  serie  del androste- 

nó, s i  se l e  combina con el procedimiento bioquímico de hidrogena- 

oién, como se describe por ejenrplo en lo s  Beriohten, t .  70 p . 470 ss .̂ 

ASÍ se puede de esta forma lle g a r  por ejemplo en una operación des­

de la  dehidroandrosterona por l a  andróstenodiona a la  testósterona¿

para este objeto la  dehidroandrosterona con auxilio  de le s  

fermentos empobrecidos se somete primeramente a la  oxidación bio­

química para convertirla en an d ro ste  Y. luego a la  mezcla de

oxidación bioquímica que contiene la  andirostenodiona se agrág.$ un

oquímica se re a lice  ahora 

o se prestan por ejemplo

substrato-quei penalty la  reaceién blj(

Sh el sentilo  deuna reducclén. Para éat< 

adltamentos de hidratos de oérbohb, prodnetos de desintegraoidn 

de estoa hldratOB., corno ^cido g lioero fosfèrico  y otros muohos.

Para reallzàr el procedimienf O segun el invento pued^A'servir 

de guia los aiguiéntòe, ejenpl.es:. j

H S M #  1

8 g de fermentos (fermentos floculosos milaneses) se suspen­

den en 30 om de agua y se tratan con 10 em̂  de una disoluoièn m/5

de Na SPO, y IO om̂  de una disoluoièn m/js de EH PO'*. La suspensión2, .4 ' r  ' ' . 2 4 ,
se a g ita  durante 20 horas a 3 2 ° C en ¡ra de oxígeno. Luego se



agregan 130 mg de and.rostenod.iol suspendido en 30 om3 de agua e 

inmediatamente la  mezcla se sigue agitando otras 47 horas en atmos­

fera  de oxígeno. A oontinuaciÓn la  mezcla de reacción se extrae con 

éter, la  disolución etérea se lava.''. :CO'h'aguá', í e j i a  de . sOsa caustica^ 

ácido olorhidrico n^l y nuevamente Beépués: de secar sobre

sulfato sódico su evapora a sequedad la  disolución etérea.

El residuo se disuelve en 30 cm̂  de alcohol, se tra ta  con 3 g 

de ácido acético o rista liz ab le  y 1 ,5  g de P. reactivo (g irará  HelV. 

Ghem. Acta 1 0 , 1 0 3 5  (1936)) y .se calienta a ebullición durante una 

hora con r e f lu jo . Después de enfilar el conjunto se v ierte  en I40 om3 

de agua, 60 g de hiSLo y la  oantidad de hidróxldo sódico necesaria 

para neutralizar 2,7 8 de ácido acético 'c r is ta liz a b le . Luego se ex­

trae tres veces con éter para eliminar la  porción privada de grupos 

cetO''.

A la . disolución aCdb-áa se agregan 20 g de ácido su lfúrico  a l 

50% con lo  que se Orígina un enturbiamiento. Se deja r ^  la  dL- 

sclueióh tufa hora y se la  éxtrae 3 Yaces con éter, se lava con

agua la  disolución etérea, se la .se c a  sobre sulfató sódico y se 

evapora e l éter. Si el residuo se mezcla nuevamente con un poco de 

éter, se le  puede obtener en forma c ris ta lin a .

Después de re c r is ta liz a r  e l residuo en acetona diluida se ob­

tiene una sustancia con F I68-I69S, que se comprueba ber id én tica  a 

la  andró stenodi ona.

8 g de farmentos (fermentos flóeulosos milanesesj sé suspen­

den en 30 cm3 de agua, se tratan con 10 om3 de una disolución m/5  

de Na  ̂ HPÔ  y 10 am3 de una disolución m/5  de PÔ  y durante ?0 

horas se agitan a 32* en atmósfera de oxigeno. Se agregan luego 

200 mg de dehidroandrosterona suspendidos en $0 cm̂  de agua y la  

meada se sigue agitando inmediatamente otras 43 horas en atmósfera
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A continuación sa incorpora un ¿isolución de 25 g de inver- 

tasa  o azúcar invertido en 150 cm3 de agua y la  mezcla de reacción 

se deja reposar durante 3 dias a la  temperatura del lo ca l en un 

frasco  de fermentación.

5 Luego la  mezcla de reacción ge extrae con éter y l a  d isolu­

ción etérea se lava con agua, l e j í a  de sosa caustica, ácido c lorh í­

drico n/1  y nuevamente con agua. Después de secar sobre su lfato  só­

dico, se evapora la  disolución: etérea. El residuo remanente se re­

c r is ta liz a  en acetona y éter de petróleo. Se obtienen I2O mg de una 

ÍO sustancia de P . 1519 que se oomprueba ser idéntica a la  testOstero- 

na.

Por lo s  métodos de deshidrogenacién o de deshidrogenación e 

hidrogenaoión según e l invento, se logra de modo relativamente sen­

c i l lo  y obteniendo rendimientos relativamente elevados, preparar ce- 

15  tosteroides valiosos, a lo s  que hasta ahora sólo se podía lle g a r  por 

métodos relativamente complicados ó con un rendimiento relativamente 

pequeño.

EJEMPLO 3

60 om3 dé agua e s té r i l ,  de: fermentóla se amorúlgúan .agregando'

20 10 cm3 de fosfátos sódicos secundarios m/5 y 10 om̂  de fosfato  po­

tásico  primario áe tratan con 2OO mg de dehidroandrosterona

finamente pulverizada y durante una hora so este r iliz an  en la  auto­

clave . Después de en friar se infecta con algunas gotas de una mez­

cla bacteriana oxidante reoien cultivada en agua de fermentos, como 

25 la  que puede a is la rse  del fermento floculoso milanos. La mezela de

reacción se agita  luego durante 48 horas a 328 bajo oxígeno. Después 

sé interrumpe e l ensayo y se f i l t r a  la  suspénsión¿;..ni reáiduo que 

queda sobre el f i l t r o  se disuelve en alcohol y por f i lt ra c ió n  se pri 

Va de la s  b ac te ria s . La disolución alcohólica se completa a gO cm3 

30 y poco a poco y agitando se incorpora a un fermento Becker en plena 

fermentación (elementos: 20 g de fermente Booker, 40 8 de sacarosa y
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gOO cm3 de agua de cañería.). Después de dos dias e l  cult ivo se t ra ­

ta  con otros 20 g de sacarosa y después de una fermentación continua­

da en to ta l durante 4 d ias, se extrae con éter hasta agotamiento.

La disolución etérea se lava con l e j í a  de sosa caustica n/1 , ácido 

5 clorhídrico diluido y agua, se seca sobre sulfato sódico y se con­

centra por evaporación. E l residuo después de red iso lver en aceto­

na d ilu ida, proporcionó 162 mg de teatoaterona pura (punto de fusión 

de la  mezcla) # .13 3 ^ ^ 1  cual tampoco varió  en el ensayo del punto 

de fusión delam éZcla,;.

10 EJEMPLO 4 '

60 cm3 de agua e s té r il  de fermentos se amortiguan agregando 

10 om3 de disolución secundar^  ̂ fosfato sódico y 10 cm̂  de

disolución primaria m/5 de fosfato  potásico, se tratan  con 200 mg 

de pregn endona finamente pulverizada y durante una hora se est e r i - 

13  lizan  en la  autoclave. Después de en friar se in fecta con unas go­

tas de la  mezcla bacteriana recien cultivada en agua de fermentos. 

Luego la  mezcla de reacoión se agita  bajo oxígeno durante 6 dias a 

32^. Después se interrumpe el ensayo y se f i l t r a  la  suspensión. Del 

residuo remanente sobre e l f i l t r o  se extrae e l  producto de reacción 

20 hirviéndolo con acetona y luego se separa cristalizad o  por evapo­

ración. El cristalizado representa una mezcla de pregácholona-y 

progesterona. Laseparación de esta mezcla se re a liz a  por ejemplo 

del mòdo conocido según Butenandt y Wastphal (Berichte de la  Socie­

dad Química Alemana, t .  69, p. 443t 193^ ).

2$ Para este objeto la  mezcla se disuelve con 3 cm̂  de c lorofor­

mo y 1 1/2  cm3 de p irid in a  absoluta. Después de en friar l a  disolu­

ción por bajo de 08 se incorpora una mezcla también enfriada de 

0,3 om3 de ácido olorosulfónioo y 2 cm3 de cloroformo. EQ. producto 

de reacción se calienta y luego durante media hora se hierve a l ba- 

30 ño maria. Después de en friar se agregan unos 40 om3 de éter y 20 

cm3 de carbonato sódico 2n y se agita  fuertemente. La sal sódica
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del sulfato ácido de l a  pregnenolona se p recip ita , ae f i l t r a  y se 

va e l ve a lav ar con é te r .. Se reúnen la s  disoluciones etáreas, ae lavan 

oon ácido sulfúrico diluido y agua y lu eg o  se evaporan. E l residuo 

se disuelve en alhohol diluido y propoúó de pregnenodio-

5 na.

De la  sal sódica del su lfato  ácido de pregnenolona ae vuelve 

a obtener unos 80 mg de pregnenolona por disociación con alcohol y

. EJEHPL0 5
10 60 om̂  de agiia e s té r il de ferm^itos se amortiguan, con 10 cm3

de m/$ Na  ̂ SFÔ  y 10 om3 de primario m/5 y se tratan  con

200 g de metilandrostenodiol finamente p u lverizadoy a lb ah o  de va­

por se e ste r iliz a  durante ^  hora. Después de en friar se infecta 

'..'.''M.':úéU'unaS'!gótas'\de.':dh mezcla bacteiÚ'Una..'..:recién cultivada en agua de 

1§: fermentos. La mezcla' de reaoCién' se ag ita  lueg^̂  oxígeno

durante $ d ias. Después se interrumpe el ensayo y se f i l t r a  la  aus- 

pensióh* E l residuo remanente sobre el f i l t r o  se recoge en acetona 

y por filt ra c ió n  se priva de la s  bacterias. La separación de la  mez 

.',,olá;...obtenid'a  ̂ después de evaporar :1a  aeefó^na én parciones qua^Cóntié 

20 nen oatona y en otras que no l a  contienen., ee efectúa por egemplé :

mediante el reactivo Girará. Para este objeto se disuelve el residuo 

en 30 cm̂  de alcohol absoluto y se agregan 3 § de ácido acético 

c r is ta liza b le  y 1,5  g de reactivo  Girará y después se hierve duran­

te una hora con.refrigerante dé re flu jo s  Después de e # r ia r ., l a  mez 

25 ola de reacción se v ie rte  en 2OO om3 dé: agua que contehg# .̂UR'á'.,oán- 

tidad de Na OH calculada para neutralizar 2,7  g de ácido acético .

Se extrae luego tres veces con éter y se lava  con agua la  d iso lu ­

ción etérea, que contiene la  porción sin  cetona., se seca después 

con sulfato sódico y se evapora el é ter. Por c rista lizac ió n  en aee- 

3Ó tona diluida se obtienen 20 mg de metilandrostenodiol inalterado.

La disolución acuosa del producto obtenido con el reactivo



Girara, ae tra ta  cor 1# gr de SÔ  concentrado y ácspuéa: de dos 

horas se extrae repetidas veces con éter. La disolución etérea se 

lava luego oon agua, se seca con sulfato sódico y se evapora el 

éter. El residuo después de recrista lizad o  en metanol y acetona d ilu i­

dos d% 1$C ag dé una sustancia con punto de fusión 163*164^ (sin  co­

r r e g ir ) .  En mezcla con m etiltestosterona no presenta descenso en e l 

punto de fusión .

N .. O T A

La presente patente de invención consta de la s  siguientes, 

reivindicaciones:

1 .  - Un procedimiento para la  obtención de cetosteroides, ca­

racterizado porque ésteroides que contienen grupos hidróxilo deshi- 

drogenables se someten a la  acción de deshidrogenadores bioquímicos.

2 . - Un procedimiento según lo  reivindicado en el punto 1 , ca­

racterizado porque como materiales de partida se emplean eombínaéio 

nes de asteroides privadas de cadenas la te ra le s .

3 .  - Un procedimiento según lo  reivindicado en lo s  puntos 1 y

2, caracterizado porque como materiales de partida se emplean com­

binaciones no saturadas de la  se r ie  del androstano.

4 . -  un procedimiento según lo  reivindicado en lo s puntos l  a

3 , caracterizad^ porque la  deshidrogénación bioquímica se re a liz a  

en condiciones aerobias.

3 .-  Un proeedimianto según lo reivindicado en los puntos 1 

a 4, caracterizado porque para re a liz a r  la  deshidrogenación b io­

química se emplean fermentos "empobrecidos".

6 .- Un procedimiento según lo  reivindicado en los puntos 1 

a 4, caracterizado porque para re a liz a r  la  deshidrogénación bioquí­

mica se emplea una especie bacteriana de la  c lase de las  bacterias

ooryné,.deshidíugm:adora:. y Cultivada :dé''féráentos¿-'.



7*** Uh pro cedí mi ent o según lo  reivindicado en lo s  puntos 1  a 

caracterizado porque a continuación de la  deshidrogenación bio­

química se re a liz a  una hidrogenaoión bioquímica.

8 .- Iia procadiíáiánto^^  ̂s^ reivindicado én lo s  puntos 1

$ a 6, caracterisadc porque la  hidrogenáeión bioquímiea se re a liz a  de 

modo que a una mezcla reaecionante.ebtenida por deshidrogenaolón 

: bioquímica mediante fermentos "empobrecidos", se a g r^ u sú n  subs­

trato  que permita efectuar anor$::la reaeoilon bioquiáica 

tido de una hidrogenación bioquímica.

10  * 9 .-  Un procedimiento según lo  reivindicado en e l punto 7. c&'

racterizado porque como substrato se agrega un hidrato de carbono. .

10 .-  Un proeedlmiento según lo  reivindicado en lo s  puntos 1 

a 8, caracterizado porque como material de partida se emplea dehi- 

droandró st ero na.

1$ 11 .-  Un procedimiento según lo reivindicado en lo s  puntos 1

a 8, caracterizado porque, en e l material de p artida, ademas del 

grupo o de los grupos hidróxilo que hay que deshidrogenar, se pro­

tegen también otros grupos: h idróxilo deshidrogenables, eonvirtión- 

dolos intermediariamente, por ejemplo mediante este r ifica c ió n , ete- 

2$ r ificao ió n , halogenaeión o sim ilares, en grupos que permiten v 

se a transformar en grupos h idróxilo .

12 .-  " PROCEDIMIEN'IO. PARA LA OBTENCION DE CETOSTERCIDES 

Uégún se dáaoribe y re iv in d ica  en la  presente memoria d escrip tiva .

' Consta esta memoria de diez hojas fo liad as y escritas  a ma-

¡ 2$ quina por una sola de sus caras.
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