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Bl objeto del presente invento es un procedimiento pafa pre=
parar oetosteroides, el cual consiste en q;i‘e esteroldes que contie~
nen grupos hidrdzilo deshidrogensbles, se someten a la accidn de
medios biowixﬂioos deshidrogenadoresb..

5 Para realizar la deshidrogemscién bioquimica ge ha utilizado
el auxilie de oiertos mieroorganismos, por ejemplo de las bacterias
del grupo de las &qe%&qb’a.oterias 0 dﬁé."l/o'a“héﬁgos del molo o el de 188 -
enzimas obtenibles de ellos.. : |

Se-:ha comprobado ser espe*eia.lmmte ventajoso el 'émpleo de los

10 1lamagos fermentos mempobreeidos®, como los gue se pﬁéden obtener
-gegin Wieﬂ.ﬁnd nangles de @£Mica§-' t. 492, p. 183 ss, agitando sus~
pensiones de fermantos em agua itoluel coam oxfgeno, ‘ 7

De los fermeent-bs pﬁe.d-.en aislarse mezclas bacterianas deshi=

drogensntes y de esbas mezelas puede "aultivarse una espeocia bacte-
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riana que permite la deshidrogemacidn bioduiﬁiea con un efesto es-
peciakmente bueno, Bste egpecie bacteriana se obtiene}porvejdmplo
del siguiente modos 7

En una mezcla bacterians deshidrogenante de fermentos milaite~

ses praaomlnan las formas de baeiles 0 bastoncillos Estas pueden

. enltivarse sobre agua de fermentos, En el oultivo puro mediante plg

cas sobre agua de formentos v agar a 379 (temperatura dptima) Junto
con grandes colonigs blancas'supezfici&les cOn'proiengaciones riia-
das se emcuentran numerosas colonisgs mds pequefias, dq eolor amarillo
limén, de bordes lisos, en relieve de fuerte brille haste de 2 o
de didmetro. Los cultivos pures obtenldos de estas eolonias amari-
llaé en agua de ferﬁentos se capacitaron para la hidrogenacidn,
mientras que las coloniss grandes blancas contenian esporuladores
del tipo bacillus subtilis, que siempre resultaron ineflcaces,

Tos gérmenes obtenidos de las colonias amarlllas-aparecieron '
al mierosaopio‘comO‘badikos-ebrtesfmuy pe@&éﬁbs reunidos pareisl-
mente en cadenas cortas. Nunes pudo‘obserfarse la'férﬁﬁﬁi&n:da“eéé7
poras ni movimiento propio. Las propledades fisioldgicas de los
gérmenes inducen & contar estos organismos probablemante en la cla=~
se de los corynebacsterium L. et N La especle puede colorearse cla«
ramente segin Gram, aungue no han podide obeerv&rse filamenxaeiones
elgo largas, verdadera ramificacidn, abultemientos esféricos ¥ si-
nilares slempre se tenian que apreciar filamentos cortos y ciertas
irregularidades de forma, También'muchas veocds pﬁdieron verse cier=
tas estrias en la oeloraalén en bandas blen y mal colorables. La
agpeeie prasgenta buen careeimiento en agua de fermentos y en los
eorreaponmsntea substratos nutritivea da agar 7 £elatina, Resulte
menos conveniente el ocaldo peptonico preparado eon extracto de car=
ne. Es sorprendente el consume pronunciado de aire de las bacterias

¥ su faerte poder peptonizante_en»leche quéfse-ooagula~sdlidaﬁente‘

@ 389C despuéds de tres diss, Bl gosgulo se diluye despnés;eéménzag-
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&g por. arriba ¥ despues de unos 14 dias B oonvierte practieamente
por complato en un lfqui&o amarillanto gasi alaro. ‘Los oultivos
aercbios en gelatina presentan en el canal aercbio un orea#mienﬁo
solb moderade, mientras que en la superficie se form& une Gaps. amg-
rilla. La licuacidn de la gelatinea comienza a la temperatura del
local degpuds de unos 6 8 7 dias y progresa lentamente, Les culti-
vos agitados en agar ¥y caldo peptdrico con aﬁ‘de glucosa o de lac~
tosa presgentan buen,cxeoimiento eﬂ ia superficie pero no formar ga-
ses. Bn substratos nutritivos de autoliZa&d de fermentos solo se
puede comprobar &l prineipio un peguefio ereeimiento o absolutamente

ningunoe; El eultivo em patata sndlogamente a los cultivos de ager

' incl inados, presents una sedimentacidén fﬁerte;'amarilla ¥ may bri-

llante,

Todas las indicadas propiedades hablan en favor de uma especie

‘de la clase corynebacterium, a saber del corynebacterium helvolum

L.et N,, de suerte gue en lugar de la especie bacteriana obtenida
del fermento milands pueden emplearse espacies de corynebacterium
helvolum L.ebt N. cultivadas de otxo‘modo ¥ manera.

’La degshidrogenacidn bioqﬁﬂmica,sefrealiza preferentements en
aonﬂibiones‘aembbias‘o an‘preseﬁoia de aceptores da‘hidrégeno, oOmo
azul de metileno, gquinoms o similares,

4 las combinaeciones esterofdicas ﬁtilizadas\como‘méteriales de
partida para la deshidrogenacidn bioguimica pertenecen poﬁ ejanplo
lus esterinas y €cidos gdli‘cos que contienen grupos hidrdxilo des~
hidrogenables y también sus productos de desintegracidn, combina~
ciones del tipo de la oortina‘que gontienen grupos hidréxilo des=
hidrogenables y de los toxicos cardiacos animales y vebetalas.

Pueden emplearae ademés como’ matarial de parﬁlaa eemblna@iones de

“la serle ‘del pregnano que contlenen Erupos hldrdx1lo ﬁeahiﬁrogena~’

bles, y también oomblnaelones de la serie del estrano ¥ del androg

tano que contiene dichos grupos hidrdxilo deshldrogenables, De liag
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sombinaciones Hltimamente seﬁaladas exentas de cadenas laterelasg
sefialaremos especialmente las combinaclones como el estradiol, oa
tahidroestrona § las: comblnaclones no saturﬁdaq de la gexile del ane-.
drostano las oombinsociones del anurosteno, la - &eﬁidro&ndwmstero- |
nay el androsten@&iol. ,

81 en el material de parfida, ademés del grupo o de los grupos
hidrdxilo que se han de deshidrogenar se;eontienen otros grupos hi-
drdxilo deshidrogensbles entonces éstos %e pueden proteger. en easo
necesario del stague de los melios bioqu&mieos deshidrogenanteé.

¥l procedimiento de la deshi&ragenpcien bloquimica segin el
invento remmlta espeelalmante vantajoso En 1a serie del androste-
no i se le combiva con el proceaimlentb bloqufmloo de hidrogena-
¢idn, como sé deseribe por ejemplo-en lo§ Beriohten,vt. 70 p: 470 ssi
487 se puede de esta forma llegar por ej%mplo en una operacidn dés-
de la dehidrcandrosterons por la an&rostgio&iona a le testosterons,

Para esta 6bjeto la @ehi&rd&nﬁreﬁ&?@ena con auxilio de los
fermentos empobrecidos se somete primeraﬁente 2 la oxidacidn bio-
gufmiea para convertirla en‘andrgaﬁenoﬂibna ¥y luego a la mezcla de
axidaaidn bioguimica que contiens la an&%ostenodiona g€ agrega un
substrato que pemite que la reaccidn bikquimiea 8¢ realice ahora
an el sentido &e una reduceidn. Eé&& ést% se prestan por ejemplo
gditamentos de hidratos de carbono, prc&#ctos de desintegracidn
de estoﬁ hidratos, cémo deido vlioemOfOﬂ&érieo v otros mughos.

Para realizar el procedimiento seg In el invento pueden servir

de gula los siguientes ejemlos:

BMPIO 1

8 ¢ de fermemtos (fermentos flocuioses milane5933 ge -suspen«
den en 30 om de agua ¥y se tratan con 10'em3 de una disalueiéh m/5

y m om3 d&a-nna diselucién m/S de: KE PO Ea asuqaensien

l
en atm@éf’.a ae o:fg 1o »Euega se
, ERST RN S

!
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agregan 196 mg de androstenddiol suspemdido en 30 oms de agua e

inmediatamente la mezela ge sigue agltan&o otras 47 horas én atmds-
fers de oxfgeno A aontlnuaaidn 1a mezcla de reacoién se extrae con
dter, la disoluoién gtérea se lava aon agua, lejia de sosa ocadstica,
écldo clorhidrico n/l ¥ nuevamente eon agua. Después de secar sobre
sulfate gddico se evapora & sequedad la digolueidn etérea.

El residuo se disuelve en 30 cm; ~de aleohol se trata con 3 g
de acldo acétieo oristalizable ¥y 1, 5 g de P, reactivo (girard Helw,
Chem. Acta 19, 1095 (1936)) ¥ se calienta & ebullicidén durante une,
ora con reflujo, Después de exfiar el conjunto se vierte en 140 om3
de agua, 60 g de hidlo y la cantidad de hidrdZido sédico necesaris
para neutralizar 2,7 g de dcido acético eristalizable. Iuego se ex-
trae tres veces con éter para eliminar la porcién privads de grupos
seto. | | |

& la disolucidn seuoss se agregan 20 g de éciﬁo‘sulfﬁrfce al
SG% oon lo que se origina un enturblamiento. Se deja reposar ia ai-
solueidn una hora y se la éxtrae luego 3'Vénéa‘con gter, se lawaiaan
acua la disolucidn etérea, se la.éeé&fsobré sulfato sédico ¥ se
evapora el éter. Si el residuc se mezola nuevamente con un poco de
éter, se le puede obtener en forma cristalina.

Después de recristalizar el residﬁb en acetona diluida se ob~
tiene una sustancia con F 168-1692, que se comprueba ser idéntica a
la an@nbsteno&iona; o |

BIBNPLO 2

R e

8 g de farmentos (fermentos floculosos milaneses) se suspen-~
den en 30 em’ de agua, se tratan oon 10 omS de una disélugién n/5
de Na, EPO, ¥ 10 om? de una disolucién'm/§:§e KE, PO, y durante 20
horas se sgitan a 322 em atmésfers de oxfgenoj Se ggregan xuegoi'
200 g de dehidroandrosterons suspendidos en 50 om> de agua ¥ la
mezela  se sigua_&gitéﬁdo inmediatamezteletréa‘487horas en atmésfera

de oxfgens,
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4 continuacidn se incorpora un disolucidn de 25 g de inver-
tasa o azdcar invertido en 150 em? de agua y la mezcls de resccidn

se dela reposar durante 3 dias a la temperatura dsl loeal en un

fraseo de fermentacidn;

Iuego la mezcla de reaccidn se extrae con éter y la disolﬁé

0idén etérea se lava con agus, lejfa de sosa catdstica, geido olorhi-

_drico n/l'yrnuevamentq con sgua, Despuéds de secar sobre sulfato sé=

dieco, sa=evapara la disolucidn etéres. Bl residuo remanente so re~
eristalize en aeeton& y éter de netroleo Se obtlenen 190 mg &e una
sustaneia de F, 151%? que se ovmprueba ser ideatica a la testostero~
na,

Por los métodos de deshidrogenacidn o de deshldrogenacidn e
hidrogenaocidn segin el 1nvehto, se logra &g modo relativamente sen=-
¢illo y obteniendo remdimientos rélaxivameﬂte elevados, preparar ce-
tosteroides valiosos, a los que hasta ahora sélo se podia llegar por
métodos relativamente complieados o con un rendimiento relativamente

pequelio,

BIBIPLO

50 om3 de sgua estdril, de fermentoa e amortiguan agregan&o
10 omd de foafates sddicos secundarios m/5 v 10 cm3 d¢e; fogfato po-
tdsieo primario m/S, ge tratan oon 200 mg de dehidrvandrosterona
finamente pulveriza@a y durante una hora se esterilizan en la auto-
clave; Degpués de enfrier se infecta con algunas gotas de una mez=-
cla bacteriana oxidante recien cultivade en agua de fermenfos como
la que puede aiglarse del farmento floauloso milanéa§ Ia mezela de
reaceidn se agita lusga duranta 4& horas a 329 baaa oxlgeno Despues
g¢ interrumpe el ensayo‘y se Tiltra la suspenaiona Pl residuo que
queda sobre el filtro se disuelve en aloohol y por filtracign se pri
ve de las bacterias, La disolucidn alcokdlica se complete & 20 om?

¥ p0ooo & poeo ¥ agitando‘ae;incorpéra a an fermento Baamﬁr_em piena

“fermentaoidn {elementos: 20 g de fbrmenté‘Bquer,~¢0'g de secsross y
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300 om’ de agua'de'eaﬁeria) Eespuéé de dos dias ei'eulti?b éé»ﬁra-

ta com otros 0 g de saearosa ¥ despues de una ferment&aien eontinna-

< da en total durante 4 dias, se extrae aon étez'hasta agotamiento,

La dlsoluoidn etérea se lava con lejia de sosa caistics n/l, éei&o
clorhidrico diluido yvagua, se sess sobre sulfato sédico y éevoen-
centra por evaporaacidén, Bl residuo despuéds de redisolver en aéeto-
na diluids, §r0poroiqn6 162 mg de testasterona pura (pﬁntO'ée:fusidn
de la mezola) = 155% el cual tampobo varid en el ensayo del pumto

de fusidn de la mezclia;

60 om? da‘agua‘estéril.de fermentos se amoriiguan agregando
10 omd de disolueidn secundaria m/f de fosfato sddico y 10 om) de
digolucidn primaria m/5 de fosfato potdsico, se tratan con 200 mg
de pregneuolona finamente pulverizada y durante une hora se esteri-

lizan en ls autoclave. Despuds de enfriar se infeets con unas go=-

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

- Luego la mezcla de reacoidn se agita‘bajb‘oxigeno duraﬁté)s'dias a

329, Degpués se interrumpe el ensayo y go filtra la suspensién. Del

‘ reaiduo remanente sobre el f£iltro e extrae el.produéto de reaccidn

hirviéndolo con acetona ¥ luego se separa cristalizado por eﬁépo-
racidn, El eristalizado representa una mezecla de prgéﬁeneiena-y
pmagesterona.‘La7aeparacién_&e esta mezcla se ragliza pof-eﬁdgpio
del mddo conocido‘segﬁn Butenandt y~w93%phal (Béfiéhpe_&e,larsocie-
dad Quimica Alemana, t. 69, p. 443, 1936).

Pars, este objeto la mezcla se disnelve con 3 emd de olorofor-
mo y 1 l/g el de piridina shsoluta. Besvaés de enfriar la disolu-
elén por bajo de 02 se incorpora une mezala tamblan enfriaéa de
@,5 am5 de foldo olorosulfdnico y 2 em3 ﬁe clorofe?mo Eﬁ produeto
de reace;on ss-ealienta h's luego durgnte mgdia horaase hmsrwa~al ba=~
fio muria, Después de enfrisr se agregen WHOS 40-ém3 de étéf ¥ 20

cm3 de carbonato sddieo on ¥ se agita fuertemente. La sal sddica
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del sulfato deido de la pregnenolona se precipita, se filtra y se

vuelve a lavar con éter. Se reunen las diéoruciones etéreas, se lavan

vcen éel&o galdirico. diluida y agua ¥ 1uego se evaporan, Bl rasi&uo

36 aisuelve en aleohol diluido y proporciona 80 mg de pregnengdie~
na, | ‘

De la sal sddica del sulfato deido de pregnenoclona se vuelve
e obtener unos 80,mg,de pregnenolona por diamﬁaoﬁin con- alaohol ¥y

doido sulfdrico 5n (2:1).

BJEMNPIO 5

60 cm3 de agna esterll de fermentos se amortiguan eon 10 om3
de m/5 Hea HPOA 7 10 omd de IH P04 primaric m/5 ¥ se traten con

200 g de matilandmostenoalql flnamente pulverizado .y al-baﬁo de va=

por se esterilize durante una hora. Después de enfriar se infecta

aon unas gotas de la mezcla bacterians recien cultivada en agua de

formentos. La mezcla de reacoidn se agits luego s 322 bajo oxigeno

~durante 5 dias. Después se interrumpe el ensayo y se filtra la sus-

pengidn, El residuo remanente sobre el filtro se recoge en acetona
¥y por filtracion se priva de las bacterias. La separsacidn de la mez

cle obtenids despuds de evaporar la acetona en parciones que‘edmtig

nen getona y em«otraa»que‘n¢‘la‘¢qntieneng:se‘efectda por ejenple

" me&i$nte el resctivo Girard. Para este 6bjetb‘sé disnelve el residuo

en 30 om’ de aloohol absoluto ¥ se agrezan 3 g de deido aedtico
cristalizable ¥y 1,5 g de reautivd Girard y después se hierve duran-
te una hora con refrigerante de reflujo. Después de enfrian, la mez
ola de reaccidn se vierte en p00 omd de agua. gue conteng&*uhd:can-

tidad de Na OH calculada para neutralizar 2,7 & de doide aeético.

. Se extrae luego tres Veees son eter v se lava con agua la dlsolu-
felen.etarea, que oontiene la poreidn. sin cetonu, ge 3eca desnues

©ocon sulfato sedieo ¥y ‘se. evapora el eter Por cristslizaclon 61 aee~

tona &1lﬁida se obtlenen 20 mg die: metzlaadrestene&ial inalterado.

La diselucian”aauosa_&g; produeto obtenido;gnn el ‘reactive
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Girard se trata con 10 gr de H2 Sei concentrado y despuds de dos

horas se extrae repetidas veces con éter, La disolucidn etérea se

- lave luego con agua, se seca oon sulfato sédico y se evapora el
6ter. Bl residuo despuds de reoristalizade en metamol y aeetena-dilﬁi-
dos ad 150 mg de una sustancia cen punto de fusidn: 103-1649 (sin o=

'Jrregir). En mazcla don metzltestostarena ne presenta deaeenso en el

puntc de fusidn.
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La presente patente de inveneidn consta de las siguientes.

relvindicaciones:

Le= Un procedi@ianto pera la obtencidn de cetoSterﬁides; ca-
recterizado porque eateroides gue contienen grupes hidréxilo deshi-
drogenables se someten a la aceién_de deshidrogenadores bioquimicos.

2.~ Un proeedimieﬂtb segun lo reivindicado en el punto 1, oa-
racterizado porque como materiales de partida se emplean qubinaeig
ﬁes de esternideé‘privdéas de cadenas laterales, |

5.~ Un procedimieanto segun 10 reivindieado en los puntoa 1 ¥
2, caracterlzado porque como materlales de partida se amplean eom=
binaciones no saturadas de la. serie del androstano.

4.~ Un procedimiento segﬁn.lo_reivindicade en los puntos 1 a
3, caracterizado porque la deshidregenscion bioquimioa_se'rgaliiaj
en condlclones aeraobias, . »

5.~ In proceélmlento segun lo reivindicado en los puntos 1
& 4, caracterizado porque para realizar la- deshidrogenacién bio~
quimica se emplean fermentos vempobrecldosy, J '

.- Bn proaedimiento segvn lo reivindicado en los puntos 1
a 4, caracterizado porque para realizar la deshidrogenacién bioquf;
mioca se emplea una especie bacteriana dé la clase de‘las baeterias

coryne, deshidrogeadora y cultivada de fermentos
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7.~ Un progedimient o sezdn io reivingicado en los puntos 1 a
5, vcaraéteriza,do pporgque & continuvacidn de.la deshidrogenaeidn biow
quimica se realiza uma hidrogenaeidn bipqufmica;.r .

8- on proe.ez‘dimiehtq segun lo reivindieado en los p‘xrmtoisv 1
a 6, caracterizado porque la hidrogenacidn bioquimica se realiza de
modo que & une mezcla reaeciongnte. obtenida por deshidrogemaidn
bioguimica meilante fermentos "’empobreci-dbs v, se agregue un sﬁbs-
trato que permita efectuar ashora la reaccidn bioguimice en el gen=
tido de una hmmgenacwn bioqulmica. ,

9,.- Un procedimiento sezvn lo reivindicado en el punto Ts ca~
racterizado porque como substrato se agrega vn hidrgto de earben@. .

16.- Un procedimiento semin lo reivindieado en los puntos 1
a 8, carmcterizado porgue como material de partida ée emplea dehi-
droandroe sf erona. '

11.- Un 2 edimiento segdn 1o reivindicado en los puntos 1
a 8, caracterizado Derque on el mteria.l ds partiela ademd's del
g:c'upc; o de los grupos hldmmlo que hay que deshidregenar 86 pro-
tegen también otros grupos hidrdxilo deshidrogensbles, convirtidn-
dolos intermedliariamente, por e,jemplo"meaiante esterificagi-én, ete~
z{:iﬁioaoién_, bhalogenacidn o similares,; en grupos que permiten volver-
se a transformar en grupos hi&roxilo; ﬁ '

_ 1= o PROGEDIM&H‘IU PARL LA OBTENCION DE- OET@STEB@IBES n-

Segidn se deseribe y relvindica en la pres,em*.e memoria- d;verscr'iptivé.

canst& esta memorla de dlaz “hojas folladas y escritas a md-

quln& por una sola de sus cLras.

Madrid, 20 feJunio de 1941.
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