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SI presente invento se reíiere a un nuevo método 

para la  introducción de oxígeno dentro ae una molécula de aste­

roide y a ciertos nuevos productos producidos por el método del' 

invento»

Ya es sabido un método de introducir oxígeno en la  

posición onoe de una molécula de esteroide, pero este resultado 

solo se logra mediante síntesis orgánicas muy técnicas que re­

quieren un número considerable de tases u operaciones. La con­

secuencia de esto es que el rendimiento generalmente logrado en 

esteroide oxigenado en posición 11 na siao menor que el reque­

rido y el coste ae tal producción ha sido extremadamente eleva­

do, por no decir prohibitivo. Esto ha dado lugar a un handicap 

insuperable en los intentos de los químicos íarmaoéutioos en 

hacer asequibles cierto número da asteroides ll-oxigenados a 

los miembros del público general afectados de varias enfermeda­

des que en la  actualidad solo se sabe que puedan tratarse bene- 

fioiosamente por ciertos asteroides ll-oxigenados, ya que el 

elevado aoete ae su producción y el aprovisionamiento inadecua­

do ae estas importantes drogas ha impea i ao su ai fusión y el que 

pueus adquirirse por un gran numero ae personas o de un moao 

general. Entre estas drogas o medicamentos que poseen una es­

tructura ae esteroiaes 11-oxigenaaos, pueaen citarse por ejem­

plo la  oorlicosterona, 11-dehidrocorticosterona, ll-dehidro-17- 

hidroxlcortioosterona ( oompoand E, cortisona), y 17-hidroxicor- 

ticostsrona ( oompo.und í1} .  Es por consiguiente de importancia 

considerable el encontrar un método más satisfactorio as produ­

cir asteroides oxigenados, especialmente compuestos asteroides 

11— oxigenaaoa, que en la  posición once contengan el grupo
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( _ 0 ) 06t 0 (oxo), en al que el oxígeno está lijado en la  posi­

ción onoe en varice medicamentos muy oonvenientes, o el grupo 

(-0H) hidroxilo (o x i ) ,  que también se encuentre en machos com­

puestos asteroides muy valiosos y que además mediante métodos 

de oxidación conocidos puede transformarse fácilmente en el 

grupo ceto. i  este f in  no se na llegado hasta el presente con 

éxito digno de mencionarse s pesar de los grandes gastos y

del mucho tiempo consumido por lograrlo .

Uno d8 loe cujeóos í ii í px16sBiitr0 iirvsntfO pxo-*

porcionar un nuevo método para la introducción de oxígeno den­

tro da una molécula asteroide, especialmente dentro de la po­

sición 11 de una moléoula de asteroide. Otro objeto del inven­

to es el de proporcionar un método tal por el que un 11-deaoxi- 

eeteroide (e l  término «ll-desoxi-esteroideM se empleará aquí 

siempre para indicar un asteroide que no contiene oxígeno en 

la  posición 11) se convierte con gran rendimiento en un aste­

roide 11-oxigenado gracias a la acción de un hongo del orden 

de los Mnoorales o gradas a les enzimas oxidantes obtenibles 

del mismo. Otro objeto del invento es proporcionar un procedi­

miento para la  producción cia asteroides 11-oxigenados partien­

do de esteroides l l -d e s o x i , .en el que ia conversión se efec­

túa por la  acción de un hongo del orden Muooreles, o de enzi­

mas oxidantes del mismo. Otro objeto del invento es proporcio­

nar un procedimiento para la  introducción de oxígeno dentro 

de al menos la posición onoe ae un 11-desoxl-esteroide gra­

cias a la acción de un hongo del orden Muooreles, especial­

mente ae la xamilia Muooraceae, y más especialmente del gé­

nero RMaopus, o de enzimas oxidantes producidas por e llos.
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Constituye también otro oo j^o  ael invento el proporcionar pro­

ducios nuevos obteníaos exclusivamente por si método ciel pre­

sante invento y que por tanto son de gran valor para la prepa­

ración de medicamentos valiosos conteniendo asteroides 1I-oxi­

genados • Otros objcios cal invento y otros detalles ael mismo 

39 aeauoi rsn ae las expli oaalones siguientes**

Ahora bien se na desauoierco que 11-desoxi-asteroideu 

que contienen el núcleo cialopenianopolihidrofenantréiao, ea- 

peoialmante los 10,lS-dimetil-cielbpentano-polihidro-lenantre­

nos, púaa en convertirse lábilmente y con renaimieuto elevado 

en loe aorresponaí entes asteroides oxigenados eometieauo el 

compuesto esteroiae a Ir. acción ae un Hongo del oraen Mucoralea 

o ae las enzimas oxidantes enaooelulares o exocelularea produ­

cidas por estos Hongos. Por el me coco ael presente invento se 

logra un metouo eiiosa, económico y comeroi almanta satisfacto­

rio para introducir oxígeno en la posición 11 de una .molécula 

.de ll-desoxi-est eroide. Gracias a esto se obtiene también la  

nueva posioilid&d aa obtener ae un modo sencillo la producción 

de medicamentos s base de estero!des 11-oxiganaSos, que, como 

antes se ha indicado, tienen la mayor importancia para las  

profesiones químicas, farmacéuticas y médicas, y da modo espe­

cial para el público en general que sufre anormalidades f is io ­

lógicas que solo se saben combatir beneficiosamente mediante 

medicamentos a base de asteroides 11-oxiganados.

$1 método del presente invento en su aspecto general 

consiste en someser un 11-desoxi-esteroide a le acción de un 

hongo oxidante del orden Mucoralea o de enzimas oxidantes de

estos hongos que son capaces de introducir un átomo de oxígeno i
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dentro del maleo asteroide en la posición onaa. Otra forma 

d8 expresar el resultado del proa-acimiento, del presenta inven­

to e£ la de (íacír que el estarcida ” 88 oxigena” , ya que se in­

troduce en él un átomo de oxígeno» "Expresándolo de otro modo, 

puede decirse que 30 oxigena la  posición once del asteroide. 

También otras posiciones de la molécula asteroide pueden en 

oasos aislados someterse a transformación deuiua a la acción 

del hongo o de las enzimas del mismo, pero estas transforma­

ciones no se lian de mirar como inoonveni ent es que la  in­

troducción de oxígeno en otras poroiones de la  moleoula aste­

roide puede dar por resultado prouuotos definitivos o interme­

dios t erapéuti c&ment e valiosos, p. ej • los que contienen un 

grupo hidroxi en la posición 17. Un el caso <n.- que tales gru­

pos adicionales no se consideren convenientes, existan métodos 

adecuados para eliminar con facilidad tales grupos. la  impor­

tancia del presente invento, por lo que se refiere a los re­

sultados, es la  de que la molécula del ll-desoxi-esteroide se 

oxigena por lo menos en la  posición once, cuando anteriormente 

la  molécula esterólas estaos aesoxigenada en ai cha posioión 

onoe. Los grupos hidroxi que existen ya en la  molécula aste­

roide que se na ae oxigenar en la  posición onoe y que por sí 

mismos podrían oxidarse en grupos cato, pueden, si se conside­

ra necesario como en el caso de que sa desean lograr rendimien­

tos extraordinariamente elevados en productos hidroxisteroidico 

ll-oxigeiiados, protegerse de ataques cía varios tipos, incluido 

el ataque con los hongos oxidantes o por sus enzimas oxidantes, 

mediante conversión, p. ej . mediante asterifi  oación, e te r i f i -

oaoión, nalogenaoión o similares, en un grupo que puede volver-i
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sQ e convertir en un grupo niuroxi» Sin emcargo, este modo cíe 

proceder no constituye un requisito previo a la introduoción 

de oxígeno, especialmente ue oxígeno en posición 11, dentro 

del niaroxisteroide por el métouo ael presente invento»

Los asteroides utilizabies en el método del presen­

te invento no están limitados por el tipo o número ue sustitu­

y e le s ,  y para poaarlos u t i l iza r  en este procedimiento solo ea 

necesario que contengan una posición once no oxigenada, o, di­

cho de otro modo, que sean un 11-desoxi-esterolde. la las com­

puestos contienen el núcleo;

15

SO

el cual puede además contener sustituí entes o combinaciones de 

8usti tufantes alrededor uel núcleo, en 1®e posiciones 1,2,3,4, 

5,6,7,8,9,10,12,13,14,15,16 y 17, especialmente grupos 10,13- 

dimetilo, grupos 13,7 o ia-oeto, hidroxiio o ao i lo x i ; cadenas 

laterales en posición 17, de las oualea mereoen especial men­

ción las cadenas laterales de la progesterona y oortioosterona 

(e s t o l ) ;  un grupo oeto en posición 17; un grupo iiidroxi tam­

bién en posición 17,. y similares, pueden encontrarse también 

enlaces dobles en las posiciones 4,5,6,7,8,9 (11), 11, (12),

16 (17) o en otras o también combinaciones de dobles enlaces 

alrededor del núcleo; o dobles enlaces saturados por adición
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a ellos ae halógenos o lialogenhí ari coa ; producios ae adición 

de di enófilos, como ácido mal «ico, anhídrido malaioo o estere® 

del ácido maleioo con esteroidee qua poseen un sistema de do­

ble enlace conjugado, p. e j . en posiciones 5,7* y otros sua- 

tituyentes y combinaciones ae sustituyentes, enlaces dobles 

etcétera demasiado numerosos para citarlos ae moco especial, 

siendo conocido un gran número de los mismos en la  química de 

los asteroides, la  presencia o ausencia de insaturaoión en las 

posiciones 9 (11) u 11 (18) del núcleo no constituye un tactor 

de importancia en el método del presente invento, pues aunque 

se pretiera aplicar el procedimiento a un estero!de con un gru­

po 11-metileno, esto es a un asteroide sin insaturación en las 

posiciones 9 (11) u 11 (18), por razones ae economía y para 

evitar tranaiormaciones innecesarias de los compuestos satura­

dos en no saturaaos, la biooxidación puede aplicarse con igual 

facilidad a cualesquiera compuestos saturados o no saturados.

Gomo representante es de los estaroides que puedan 

oxigenarse por el método del presente invento, señalaremos p* 

a j. la  progesterona, la  9,11 o 11,18-deh.idroprogesterona, 7,9 

(ll)-bisdenidroprogesterona, 17-hiaroxiprogesterona, pregnano- 

lona, las aoiloxipregnenolonas, como el acetato ae pregnenolo- 

na, ll-desoxicorticosterona, delta 9,11 o 11,18-desoxioortloos- 

terona, ll-desoxi-17-hidroxicorticosterona y los derivados aoi- 

lox i, p. e j . derívanos aoetoxi de la  misáis, 81-hidroxipregneno- 

lona y 81 acilésteres, p. ej • aoetilesteres de la  misma, 17,81- 

dinidroxipregnenolona y derivados 17,81-diaciloxi de la  misma, 

p. a j • el derivado diaoetoxi, anarostendiona, androatan-17-ol,

9,11 o 11,18-denidroand rcstendiona, S-hidroxi-delta 9 ,H  0
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IX, iü-pregnen-2C-onaa, 55,21-dihidroxi—delta 9,11 o 11,12—preg— 

nen-20-onas, '¿,1 7 , 21-tr ih idroxi-delta  9,11 o ll,l£-pregnen-20- 

onas, 5-androaten-fc-ol-1v-ona- y ásteres ¡6-aculleos, p» ej • 

el áster 0-acetílico de la  misma, o-andro a t en-Z-ol-17-ona y 

¿atarea ví-acílicoa, p» ej • el ester íí—acetliico de -lb misma; 

ergosterol, estiginasteroi, estigcaastaiiol y esteres b -ecílicos,  

p.  ej. el estar S- acatílioo ael mismo; ergostenona, estigmas- 

tenona, estigmastaíio^a, colestenona, áciao cólico, áciao aeso- 

xicóiioo, áoiao litooó lico , éciao colánieo, áoiao noraolénico, 

acido Disnorooláni co, áoiao coléniao, aoiao noroolenico, acido 

bisnorooleuioo y los aerivaaoa S-hiaroxi, 3-oeto, 3 ,7-dihidroxi, 

3,7-aioeto, 0 ,7,12-trihidroxi, 3 ,7,12-triceto, o los derivados 

no saturados en las posiciones 9,11 o 11,12, los esteres, tio -  

lásteres y otros derivados de los anteriores ácidos, y cuerpos 

similares•

la  oxigenación bioquímica por microorganismos se 

lleva  a oabo empleando un hongo oxidante que es una espeoie da 

un género de una familia del orden Mucorales o loe enzimas oxi­

dantes obtenibles del mismo» Sntre las diversas familias de es­

te orden ofrecen la mayor utilidad los géneros de la  familia 

Mucoráceae y entre los géneros de esto familia de hongos se 

ha des oubi arto que e l Rhizopus y muoor son los que tienen más 

valor para al método del presente invento. De las especies de 

8Stes géneros que pueden utilizarse ai el método del presente 

invento Qitaremos a títu lo  de ejemplo las espacies Rhisopus mi- 

orosporus, oiroinans, oligoaporus, arrhizus, cohnii, oryzae y 

nigrioana y espacies sinónimas, que de hecho son idénticas con 

las anteriores aunque se denominan diferentemente, y las espe-
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olea tipiase Muoor, macada, grfaeo-oy&nua, txiemalis, Mamalis 

rar» albus, rouxi, adrentitius, dh.riatiaiaian.aia, c irc ine llo i-  

dea, dubius, genarensis, jaranious, microsporus, parasitiaaa 

y almila raa# Aunque laa eapeoiea de gáne roa de familias dal

Muooralea y de modo especial los de la familia Mucoraaeaa, pue­

dan en general emplearae en el método del presente invento co­

mo loa ñongos oxidantes, por razones de economía y de producti­

vidad ae prefieren laa especies del género Rhizopus, y de es­

feriremos después designándola por RH-176, ae utiliza  oon pre- 

farenóla para la  obtención de rendimientos óptimos de asteroi­

des 11-oodganados, ai bien en ciertos casos y en cirounstanolai 

particulares pueden emplearse renta 3 o sámente los otros géneros 

y las otras especies» Las especies de estos géneros citados 

poseen sin embargo de modo particular gran abundancia de me­

canismos encimati eos, por lo cual se prestan bien, en confor­

midad oon el método del invento, ouando se laa oultiva cuida­

dosamente y se las pone en contacto con un 11-desoxi-esteroide 

para realizar la  oxigenación del asteroide en posición once en 

una escala de importancia industrial»

11-oxigenado se prefieren especies de ciertos géneros de hon­

gos, en particular del género Rhizopus y el género Mucor, los 

cuales ambos pertenecen a la familia Mucoraoeae, y aunque por 

consideraciones económicas puedan limitarse los métodos prác­

ticos a ciertas especies y razas que poseen propiedades f is io -

órden de los microorganismos señalados del modo general como los

te género la  especie arrhizua, a la que frecuentemente nos re­

Atinque para la  producción abundante de asteroide
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familias y géneros dal orden Muooralea para convertir 11- 

desoxiesteroiáes en asteroides 11- oxigenados en aantidsaea

indastrisímente importantes*

por ejemplo otros géneros representantes de la la­

milla Muooraceae y especies representativas de las mismas, se­

gún las reúne H* Syaha en “Kryptogamenflora cier Mark Branden- 

burg'% tomo VIS, 1-264 (1934), comprenden la  Parasi ta lla  (P* 

simplex), 2ygorh.ynab.us (2* heterogamus), Gircinella (C* spinosa), 

éatinomuaor (A* rapena), P ire lla  (P* oiroinans), Absidia (A* 

reí'lexa), Spinellus (3. sphaerosporus), Piiyoomycea (ph. Bla- 

keslaeanus), Sporodinia (Sp. granáis), P i la ira  (P. anómala), 

Pilobolus (p. crystallinas) ,  piaoocum (D* asperum)• Otras fa­

milias Muoorales con sus géneros y especies representativas 

aomprenaen las Thamnidiaaeae; Thsmnidium (Th. elegans), Diora- 

nophora (D* fu lva ), Obaetoatylum (O* Presenil), Helioostylum 

(H* piriforme), Ohaetoolsdium (Oh* B re fe ld i i ) ;  Choanephoraoese; 

Blakesleea (B. trispora ), Ohoanephora (Oh. cucurbitarum), Rho- 

palomyaes (Rh. elegans), Cunninghamella (0* elegans), ThamnO'- 

aephalis (Th. quadrupedata); Gephalld&aeae; Piptooephalis (P* 

Presenian©), Synoephalia ( S* re í le x a ) , Spinalia (Sp* radians), 

Synoephalastrum (S* raoemesum), Dispira (D. oomuta), Coeman- 

sia (O* peotinata), kiclocella (K* alabastrina; Mor ti erellaoeae * 

Mortierella (M. pu s i l la ) ,  Haplosporangium (H* bisporale), 

Dissophora (D. decumbens); Endogonaoeaa; Endogone (E. renifor- 

mis), Sclerocystís (S. coromiodes), G laziella  (0. vesiculosa)* 

Del género Rhisopus, cuyas especies, como se ha in­

dicado antes, se prefieren an el método d6l invento, muchas
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de las espacies comunmente conocidas son sinónimas, según ad­

vierte E» 2ycha en "Krypt. der Mark Brandenburg" tomo Via, 

110-180 (1925), i  sí" el Rhisopua miarosporua se oonooe oon el 

nombre de Rh. mínimas, Mucor speoiosus, Rh. speoiosus y Rh.» 

equinas; el Rhizopus airainans pueue ser conocido oomo Rh. re-  

flexas; el Rhizopus oligosporus pueae conooerse oomo Rh. Dele- 

mar o Rh.» Tamari j el Rhizopus arrhizus puede conoaerse como 

Rh. nodoaus, Rh . raoemosus, Rh. maydis, Mucor arrhizus, Mu- 

oor norvegious, Rh. pusillus, Rh» bovinua, Rh. Oambodja, Rh* 

ohinensis y Rh. t r i t ío i ;  el Rhizopus Gohnil es también cono- 

oldo como Rh» suinus; el Rhizopus Oryzae pueae conooerse oomo 

Rh. japonicus o Rh. tonkinansis; el Rhizopus nigrioans puede- 

conoooerse oomo Mucor stolonifer, Rh. niger, Rh. artooarpi, 

Muoor niger, Rh. nigrioans var« miñor o Rh. nigrioans var. la ­

xar i ans; y el Rhizopus eohinatus es as por si una especie du­

dosa que pueae ser sinónima del Rhizopus nigrioans»

Los organismos fúngales puaaen obtenerse ae men­

tes conocidas, como The Northern Regional Research Laborato­

r ies , Peoría, I l l in o is  o American Type Culture Colleotion, 

Washington, DO, o del Centraalbureeu voor Sohimmeloultur Baarn, 

Eolanda» Alternan idamente pueden también explotarse fuentes
í

naturales conocidas por toa miarobiologiatas•

Las técnicas usuales ae los miorobiologistas se 

siguen en el aislamiento de hongos de iuentes naturales. Me­

dios estériles o terrenos de cultivo se preparan ae diversas 

fuentes que contienen hidratos de carbono y nitrógeno y se 

solid iiioan en un gel meuiante adición de aos por ciento de
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apar. SI ni urógeno puede ser de origen muy diverso y pasas p. 

e j . oomprenaer ultra toa inorgánicos, sales as amonio o extrao- 

toa proteínicoa. Los meaioa paeaen esterilizarse  meaianta pre­

sión de -vapor o en aatoolave en irascos o tuoos cerrados con 

algodón y u tilizarse  asépticamente para llenar discos o placas 

f e t r i »  Estas o se inoculan con aisoluoiones de asteroide con­

taminado con ñongos o se exponan al polvo o al aire exterior»

De estas placas se desarrollan cultivos de ñongos, entre los 

que pueden reconocerse por oualquier microbiólogo experimenta­

do colonias ae Muoorales, especialmente las especies Mucorá­

cese Mucor y Rhizopus, y los organismos se oogen luego y se 

transportan bien al mismo medio en tubos testigo, bien a cual­

quier otro meaio adecuado para el cultivo y crecimiento ae los 

hongos. Una aireación enérgica aotíva considerablemente el 

crecimiento ae los organismos cualquiera que sea el terreno de 

cultivo. Para la práctica y objeto del presente invento el oul- 

tivo del organismo,' que puaae ser ue rúente natural o oomeroial, 

se u tiliza  para cubrir ciarlos medios o terrenos de cultivo bac­

teriológico convenientes para el desarrollo de los ñongos, pue­

de utilizarse para este objeto el rneaio de cultivo da Peterson 

y Hurray con resultados satisi&ctorios y después en toas la  

memoria y en los ejemplos, si no ee dice otra cosa, se cebe 

entender que se emplea el medio da cultivo de Peterson y Murray 

el cual contiene por l i t ro  ce agua de cañería utilizada para 

suministrar trazas ae elementos y sales inorgánicas, ios s i­

guientes aditamentos» cinco m ili litros  de agua ae msceración 

de maiz. (oom staep liquor ), veinte gramos de extracto comer-
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Gial a « si uunins láctea ( -’Edamine"), y cincuenta miligramos ae

dextrosa comercial ( «Gerelosa") .  31 pH ce ests meció ae oulti-

t °  o ae otros que pacieran emplearse, ae ajusta ordinariamente 
unos

entre/5,5 y o ,9 antea ae inocular con los organismos de loa 

¿tongos* El tratamiento del caldeo en autoclave bajo presión 

de C.7 Ig/cm2 durante 20 minutos para lograr condiciones asép­

ticas, nace uajar el pH desee unos 6 ,o üesta unos ó ,o -  5,9, 

y esta reducción ael pH debe tenerse en cuenta al ajustar el 

meció antes ae encerrarlo en el auuoclave ae manera que se ob­

tengan las mejores condiciones ae crecimiento después de ter­

minarse esta lase. Despees ae 24 ñoras ae crecimiento de los  

¿Longos en el medio pueue compro caree que ha tenido lugar un 

descanso considerable del pH del medio, de ordinariamente a 

próximamente 3,5 a 4,2* En este estado de crecimiento de los 

hongos es cuando preferentemente se agrega el asteroide que 

se ha de oxidar o cuando el líquido de fermentación fungosa 

que se emplea en la  oxidación fermentativa de los asteroides, 

se separa del cultivo*

!*a inocula oion del medio de cultivo que oontie-- 

ne los hongos oreoidos con el hongo seleccionado del orden de 

los Muoorales puede realizarse por cualquier modo conveniente 

usual en la microbiología* Por ejemplo la  inoculación puede 

efectuarse de modo muy conveniente oon esporas de los organis­

mos, aunque también da por resultados la  inoculación empleando 

micelio vegetativo* El desarrollo de loa hongos se activa bien 

manteniendo las temperaturas de incubación a la  temperatura 

aproximada del xocal, p. a j ,  de veinte a veinticinco grados
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centígrados, aunque es también posible un intervalo de tempe­

raturas relativamente grande, p. a j.  desde unos 15 hasta unos 

45 grados centígrados, obteniéndose también dentro de esta zo­

na crecimientos satisfactorios de los hongos»

El periodo de crecimiento de los hongos que se re­

quiere antes de que el asteroide que se ha de oxigenar se ex­

ponga a la acción de los hongos o a la  acción de sus enzimas, 

no parece que tenga una importancia cteoisiva. Por ejemplo, 

el asteroide que se quiere oxigenar en la  posición once puede 

agregarse bien al tiempo de inocular el medio con la especie 

seleccionada da Muoorales, o en cualquier tiempo, p» ej • 24 

horas después. En la práctica se ha aesoubierto que el asteroi­

de que se ha de oxigenar puede agregares al medio de cultivo 

de loa hongos incluso cinco días después ae lg inoculación del 

medio oon la  especie seleccionada de Muoorales, sin que pueda 

observarse ningún afecto sobre el resultado» la  adioión de un 

11-desoxisteroide al caldo de fermentación después de un tiem­

po de crecimiento de los hongos de 16 a 24 horas, es el método 

preferido para esta operación, ya que en esta fase del creci­

miento de los hongos pareoe que se desarrolla totalmente el 

mecanismo de las enzimas oxidantes. De modo análogo, si se 

quiere efectuar la  oxigenación empleando líquido de fermenta­

ción conteniendo la enzima oxidante únicamente, por lo más 

después de esta fase del desarrollo es cuando el líquido de 

fermentación se separa de ordinario y preferentemente.

la  manera de agregar el asteroide que se desea oxi­

dar a l hongo oxidante, ai medio de cultivo de los hongos o a l
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líquido de fermentación, no parece que tanga importancia deci­

siva* Di día adición puede realizarse de cualquier modo conve­

niente para favorecer el contacto íntimo del esteroide con el 

hongo y/o las enzimas del hongo, p, e j. desarrollando los orga­

nismos fungosos en presencia de cristales finamente triturados 

del esteroide, por dispersión de este ultimo a travás de todo 

el caldo de cultivo de los hongos, o de cualquier otra manera 

analoga* Para este objeto pueden emplearse agentes que reducen 

la  tensión superficial, agentes dispersorea, medios de suspen­

sión como los que pueden adquirirse en el comercio, como Spans, 

Tweans, Aerosoles, Nacoonol y similares, sin embargo es pre­

fe rib le  incorporar el esteroide al nongo, al medio o al caldo 

de fermentación en forma de una disolución en disolvente orgá­

nico miscible con agua, p» e j • de una disolución en acetona, 

alcoholes e incluso eter, el cual se disuelve solo un poco en 

agua, y luego mezclar bien el medio y el esteroide de manera 

que formen una suspensión o dispersión de finas partículas de 

esteroide y favorezcan el contacto máximo del asteroide a oxi­

dar oon el hongo oxidante o con las enzimas del mismo. Pueden 

emplearse bien con facilidad métodos de cultivo superficiales 

o por submersion, aunque este ultimo oultivo es el preferido# 

Alternativamente el líquido de fermentación de un oultivo de 

los hongos puede separarse, mezclarse con el asteroide o una 

disolución del mismo y someterse la mezcla a condiciones aero­

bias para realizar la  oxigenación del esteroide.

Da temperatura empleada durante el periodo de la  

oxidación del asteroide por loa hongos.no as necesario que sea
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distinta de cuando está ausente el asteroide» Unicamente debe 

mantenerse dentro da los límites en que puede conservarse la  

vida o el crecimiento activo de los organismos de los hongos.

La temperatura de incubación durante la acción oxidante de los 

hongos sobre los asteroides puede ser p. s j .  entre unos quin­

ce y unos, cuarenta y cinco granos centígrados, prefiriéndose 

la  temperatura ael local, p. e j . de veinte a veinticinco gra­

dos centígrados para conseguir la actuación óptima de los or­

ganismos o enzimas de los hongos.

Las condiciones con que los organismos de los hongos 

se desarrollan son aerobias y la intensidad del desarrollo pa­

rece que está relacionada con la  intensidad á6 la airesoión.

Por consiguiente aunque pueda ser satisiaotori® cualquier nor­

ma ae incubación aerobia, para conseguir e l desarrollo máximo 

de loe organismos de los ñongos se emplea de orainario una 

aireación intensa, p. ej • mediante agitación y/o haciendo pa­

sar aire a través del medio <ie cultivo, con lo cual a su vea 

parece que se reauce el tiempo requerido para convertir el de­

soíd, ate rolde 8ii asteroide ll-oxigenado. El grado de conversión 

del desoxisteroide en esb erólas 11-oxigenad o parece con esto 

que depende ael grado de aireación o del grado de desarrollo 

de loa hongos al tiempo de agregar el asteroide, habiéndose 

descubierto que las conversiones empleando los hongos o e l  

meaio ae fermentación únicamente, son más rápidas cuando el 

graao as aireación es mayor y también cuando el hongo ae de;Ja 

desarrollar durante 16 a ¿¿4 horas antea ae agregar el esteroidft 

que se ha de oxidar. Esto indica que el mecanismo ae las anal-
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gos acra el correeponai ente aumento aal graao ae desarrollo del

unícarne nte favorece la  oxigenación por aumentar el suministro

de aireación y además el asteroide puede incorporarse al caldo 

del terreno ae cultivo simultáneamente a-la  inoculación con

las enzimas oxigenodoras ae los mismos no pueae aefl.alarse exao-

ae una s setenta y dos doras se hs encontrado ser suri o i antes 

para la  conversión del desoxisteroide en asteroide 11-oxigenado 

por la  acción de los nongoa oxidantes o da las enzimas oxidan­

tes de los mismos, sin embargo existen indicaciones de que la  

oxidación del estero!de comienza sustancialmente inmediatamen­

te después de exponerlo al caldo ae fermentación de un nongo 

oxidante completamente desarrollado o ae sus enzimas oxidantes,

mecanismo enzimatioo de la  oxigenación, o que la aireación

de oxígeno disponible. La. explioacion teórica anterior debe enten­

derse únicamente como ilustrativa y no debe considerarse como 

una limitación del invento, ya que el método ae cultivo super­

f ic ia l  también puede emplearse sin agitación u otros medios

e como

tamente, ya que deben tenerse en cuenta diversos tactores. Dea-

Qonsidaráñaose completamente desarrollado el oreolmlento §«

los hongos en el espacio d
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pendiendo en algún graao as la intensidad ae la  aireación em­

pleada. Guando el esterólas se agrega al meció ole xermeutación 

a l mismo tiempo que el medio ae inocula con el organismo run­

gos®, ■vienen indicados periodos más largos ae tiempo pare, ob­

tener elevadas transformaciones u ,1  aesoxisteroide, y, como 

se ha indicado previamente esto parece asearse al nacho de que 

el mecanismo enzimátioo oxidante del hongo no se encuentra to­

talmente desarrollado hasta algún tiempo aespues del desarro­

l l o  ae los nongos. Consiguientemente cu&nuo el asteroide se 

agrega al tiempo ae. i  a inoculación del mauló, se emplean de 

ordinario periodos asada 8 a 7ü horas, siendo la  longitud del 

periodo inversamente proporcional al grado de aireación em­

pleada. Por otro l&ao, cuando el asteroide se agrega a los 

hongos, a l terreno aa cultivo o a las enzimas ae los nongos 

en el líquido ae fermentación después ae algún desarrollo im­

portante ae los organismos fungosos, p. ej • después de 16-24 

horas sin aireación importante, o aespues ae 2-4 ñoras con in- 

tenea aireación, la  conversión del desoxisteroíde en asteroide 

11-oxigenado comienza inmediatamente y se logran rendimientos 

elevados en el espacio aesae 1 a horas o en periodos mas 

breves o más largos, aepenaiendo también en esto del grado 

ae aireación empleada. Debe advertirse que con periodos más 

largos de exposición del desoxisteroíde a la  acción ael hongo 

oxidante o ae las enzimas del misino se obtiene una conversión 

algo mayor en derivados poiioxigenaacs, pero que en todo caso 

tiene lugar la  oxidación ael asteroide en la  posición once.

Después ae completada la  reacción fermentativa



■»»

5

4io

*

15

20

£5

18.

i 99253
oxidante, se recupera al asteroide 11-oxigeneao aa la mezcla 

de dicha reacción siguísimo cualquier métoao aonveniente• un 

moao muy ventajoso ae separar el estarcida oxigenado consiste 

en extraer ls  mezcla de reí-calón oxigenante, especialmente el 

liQuiao de iermentación y los micelios en loe casos en que el 

asteroide se agrega directamente al cultivo, con un disolvente 

orgánico no miscicle con agua, p. e j . un hidrocarburo haloge- 

nado, como cloruro de raetileno, cloruro ae etileno o do ro ío r -  

mo, «teres y similares, los extractos pueusn reunirse descués 

de lavaaos sucesivamente con disolución de bicarbonato sódico 

y agua destilada, y los extractos reunidos se secan después 

mediante una corriente de aire, al vacio, o de una manera aná­

loga y los sólidos se recogen en un disolvente orgánico p. e j . 

cloruro de metileno u otros de los antes citados, con el fin  

de reoriatalizarlos o purificarlos, si se quiere pueden efec­

tuarse reoristalizaoiones adicionales en disolventes orgánicos, 

p. e j . metanol. El material cristalino puede caracterizarse 

por los métodos oonooidos, como análisis elemental, punto de 

fusión, análisis in frarrojo , difracción de rayos x, rayos ul­

travioleta , miorooombustión y por otros cátodos. Alternativa­

mente el material cristalino o extractos de material no c ris ­

talino, producidos por la bio-oxidación pueden identificarse  

o caracterizarse según el sistema de papel cromatográfico de 

Zsliaroni descrito detalladamente a continuación.

Un método muy conveniente para la separación de los 

productos de oxidación obtenidos por el método del presente 

invento es la  cromatografía de los extraotos o materiales so-
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l idos , los Guales últimos se obtienen por evaporación del di­

solvente de extracción y subsiguiente cristalización al ae 

desea, mediante una columna de alumina (Al 0„) o da otro ad- 

sórbante, empleando como disolvente p* e j .  benzeno y varios 

disolventes y mezclas de disolventes para desarrollar el oro- 

matograma, como se indica en los Cuadros cromatográficos de 

los ejemplos. Esto resulta especialmente ú ti l al identificar  

los compuestos producidos por la  oxidación, ya que puede com­

probarse, si se quiere, cada fracción de la  columna por el mé­

todo Saffaroni. pueden por el sistema de oromatogramas de pa­

pel según Eaffaroni connorobsrse cantidades tan pequeñas como 

de diez a cuarenta miorogramas e identificarse sustancias quí­

micas, fracciones conteniendo las mismas sustancias químicas 

combinadas y loa compuestos cristalizados de las fracciones 

oombinadas»

La tecnioa de Saffaroni, citada en toda la  memoria 

y en los ejemplos, es un método relativamente nuevo pero ya 

bien establecido para identificar ciertos compuestos orgánicos, 

P* e j * los compuestos relacionados oon las hormonas corticales 

adranales, método analítioo que se basa en parte en la  pola­

ridad de los compuestos examinados, la  literatura  relativa a 

este métocto ae análisis es la  siguiente* Burton, 2 a fiaron i ,  y 

Keutmann, "A New Analytioal Method for Adranal Cortical Hor­

mones", Science 110, 442 (1949) y Saffaroni, Burton y Keutmann, 

Science 111, 6 (1950). Como la  polaridad de los compuestos or­

gánicos varía oon variaciones en la  molécula, entre ellas la  

presencia o ausencia üe ciertos grupos (cada uno de cuyos gru-
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pos introduce por s í mismo cierto in flu jo  definido sobre la  

polaridad de le molécula en su conjunto) y -variaciones de la  

posición de un grupo ciado en una molécula dada, es posible 

por el método da 3sffaroni identificar con certeza pequeñas 

cantidades de un compuesto organioo de la  serie de los aste­

roides de la corteza adranal o de compuestos asteroides afines 

gracias a su polaridad. El que oompuestos diferentes presen­

tan polaridades diferentes, es un hecho largo tiempo conooido, 

pero la  técnica de 2affaroni es en la  actualidad el único mé­

todo práctico de aprovechar las diferencias de polaridad para 

identificar cantidades pequeñas de asteroides. Este método ci­

tado constantemente en la  memoria y en los ejemplos, proporcio­

na una ayuda gualdísima en la  investigación de la  bio-oxida­

ción de esferoides por organismos de hongos oxidantes o de sus 

enzimas oxidantes, y en la  identificación da varios asteroides 

nuevos oxigenados y hasta ahora desconocidos, igualmente que 

en la  identificación de asteroides oxigenados conocidos.

El método de Saffaroni y de sus colaboradores 

es una forma ae la  conoaida "Cromatografía por tiras de papel" 

y ae funda esencialmente en los mismos crines pios que la  cro­

matografía ordinaria que mí liza una columna de alumina o de 

otro tipo.

El método de Saffaroni y ae sus colaboradores 

es esencialmente el siguiente, primeramente una clase conve­

niente de papel de t iltro  da 7 a 10,5 om. da ancho y de apro­

ximadamente 56 cm ae largo, se pliega en un punto alejado del 

extremo unos 7,5 cm. En un punto situado pulgada y meciia por 

debajo de este pliegue, se traza una línea transversalmente



m

al papel, l s  cual marca el ponto pera la  aplicación del aste­

roide que sa ha t,a examinar, en el papel. 'Sata se corta luego 

a lo largo en tiras con un anche aproximado de tres ootsvos ae 

pulgada, comenzando por el extremo opuesto a l extremo en que 

se ha de aplicar el asteroide a examinar. Así se i  orinan -varias 

tiras da papel, todas las cuales sotan macas a una calaza co­

mún* Cada una de «atas t i ras  proporciona una -pista" separada 

para cada "manciiír" o gota del oompuesto exunineao, como se 

comprond era mejor por lo  qicíío a continuación» Alternativamen­

te, el prpul no se corta en pistas o ti ras separadas, sino que 

se emplea una sola tira* Un este opeo, sin embargo, debe te­

nerse cuidado en no colocar los diversos compuestos que se 

han ds examinar, demasiado juntos unos con otros, p. e j . no 

deben quedar mas próximos de una pulgada próximarnente en la  

t ira  única de papel» Luego se selecciona un sistema disolven­

te constituido por un disolvente no polar para la  fase móvil 

y un disolvente polar para la fase estacionaria» 11 benzol o 

benzeno disolvente no polar y la  xormamida disolvente polar 

constituyen un sistema disolvente y el tolueno disolvente no 

polar y él propilenoglicol disolvente polar constituyen otro 

sistema disolvente, los cuales ambos se han empleado con buen 

resultado, aunque para ciertos fines se ha comprobado ser muy 

satisfactorio el sistema que comprende éter d ietileñoglicol-  

monos t í  l i  oo ( «o a rb ito l" ) corno fase polar es tacionaria y el mo­

t i l  ciclohexano como fase no polar móvil.

SI papel de f i l t r o  se satura con el disolvente polar, 

p. a j • propilenoglicol y se elimina ael papel cualquier exce­

so con cantidades adicionales cíe papel de f i lt ro por estru-
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jamianto, por un retorcedor ordinario para ropa blanca o por 

cualquier otro medio adecuado. luego el aiaolvente no polar 

(llamado también desarrolledor), de le lase móvil, en este 

cííSO tolueno, se satura con el disolvente polar y ae este mo­

do se twrmine; esta parte ae las preparaciones.

Un vaso de batería de dimensiones convenientes, p. 

a j • de 50 por 45 oantímaros, conteniendo ICO m ililitros del 

disolvente da la lase no polar, se reviste con una noja grane.® 

de popel ae n i t r o  impregnad© en el disolvente que se ka de 

emplear para la lase estacionaria, p. e j • propxlenogücol. un 

soporta anular centro de la cámara o vaso de crista l sostiene 

una Dandeja o cápsula contenísuco 5550 m ili litros  del disolven­

te deaarrollador o de la irse móvil, p. ej. tolueno, el cual, 

como ye se ha inca ce do anteriormente está saturado con el diso3- 

vente de la rase ■ m t©donarla, p. ej • propllanoglicol. I*a oabe-- 

z& común del popel ae l i l t ro  dividido o el corto plegado se 

inmerge en el recipiente del disolvente desarrollador, p. e j.  

al tolueno disolvente no polar de la  xase móvil y que se na 

saturado con propilanogliool.

B1 asteroide que se na ae examinar, uisuelto en metí -  

nol o cloroformo, se aplica mediante una mioropipeta en una 

oantiu&a ae 10 »  500 microgramos aproximadamente ®n el punto 

situ&do aproximadamente 4 cm por ase©jo del pliegue, después 

que le  t ira  se ha cortado y saturado con la fase estacionaria, 

p. e j.  propilanogliool, pero antes de meter la  cabeza oomun 

de las tiras centro asi recipiente. Este luego se cierra con 

la  tapa de c rista l y se sella con un mastio o pasta ae g iiee -

rina y almidón, que se prepara calentando 9 g de fécula o a l-
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midón soluble y ‘óC g de glioerina hasta oonsi st encía clara a 

140 grados centígrados.

SI l í  nuiao ae xase motril iluye luego por adsoroi 

sobre el papel ce n i t r o  suspendido nacía abajo y asi «desarro­

l l a ” la  t ira .  Estas tiras se desarrollan durante cuatro a se­

tenta y aos horas o más según el sistema disolvente y el aste­

roide particular tratado. Después del conveniente desarrollo, 

que depende de la movilidad ae los compuestos, se secan las  

tiras de papel a la temperatura del local por medio de un ven­

tilador y luego ae tratan con una disolución de diez m ili litros  

de nitrato da plata C,1 n (AglTC^), al que se han agregado diez 

gotas de Mdróxicto ae amonio concentrado, y cinco m ililitros  

de hiaróxido sódico a l cinoo por ciento. El área ae la t ira  de 

papel que contiene el estaioide adquiere una coloración parda 

a negra. Lavando el papel con u:i ti osulfato sódico al diez por 

ciento (Ea^S^Og) se impide toda ulterior actuación del nitrato 

ae plata y se disuelve el óxido de plata (Ag.O), con lo que se 

obtiene un contraste de color d íen marcado entre la  mancha o 

gota ae esterólas y el xondo del papel. El desarrollo o revela­

do ael nitrato de plata puede aplicarse para identificar aste­

roides oontenianao grupos reductores, p. e j . la  cadena latera l  

de estol (hiaroxi-cetona) como ocurre en las hormonas de la  

corteza de las suprarrenales. Alternativamente ciertas manchas 

de esteroides pueuen hacerse v isib les aprovechando su resultad 

de absorber luz ultravioleta, según Halnes y Drake, Ped. Proa. 

Soo. Biol. Ohem. £. 180 (Marzo 1950). Este desarrollo o reve­

lado puecie aplicarse en el caso de asteroides con un si eterna 

de doble enlace conjugado, p. e j .  i a progesterona.

'O
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la  traza o mancas de asteroide, presente al princi­

pio en el poíno as aplicación se comprueba que se as trasladado 

con la rase móvil en una distancia proporcional inversamente a 

su atracción hacia la  rase estacionaria y dependente también 

de su coeficiente de distribución entre los dos disolventes y 

del coeficiente de adsoroión-elución existente entre el papel 

ae f i l t r o  y el sistema disolvente. La afinidad para la  fase es­

tacionaria, p# e j .  el propilenoglícol, es la  máxima para los  

compuestos esferoides con el número mayor ae grupos hidroxi y 

por consiguiente estos compuestos se separan ael panto de ap li­

cación mas lentamente que lo nacen los esteroides que oonti enen 

un numero menor ae grupos niaroxi. La desoxioortioosterona, con 

tres átomos de oxígeno, es i& que se traslada máo rápidamente 

entre los oorticosteroides conocidos, mientras que los corti-  

oosteroides con cu&tro atomos cíe oxígeno se mueven más lenta­

mente y loa oorticosteroides con cinco átomos ae oxígeno son loa 

que se mueven mas lentamente de toaos los oorticosteroides co­

nocíaos. El siguiente auaaro I presenta algunos ae ios oortioos- 

teioides conocíaos según el número de atomos de oxigeno y su mo-' 

vilidad j

Cuadro I

Hombre

° 2 p rogeste roña

Og 11-d esoxi oort i  cc sterona  
1 7 -n id rox i pr oge ate roña

04 11 -deJ iia rocort i eos t erona  
1 7 - M u r o x i - l i - a  esoxi o o rt io o s t  eronafS )  
C ort ico s te ro n a

0
0 lV -n ia ro x Í_ i l _ c iQ ü ic lro o o rt lo o ^ Qronñ

1 7 -h ia ro x ic o r t ic o s te ro n a  ( j ) .
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Una comparación de alguno ae los sistemas üisolven

ó

'~Á-

I

tes en relación & la identificación ae algunos ü<e los tipos ae 

asteroides oouteniónuo diversos números ae atomos da oxígeno, 

se ilustra an el siguiente cuadro I I ,  del que resulta que un 

sistema que emplea éuer distilanoglicol-monoetíiioo como la  ra­

se estacionaria y el metilo!olohexsno como la  rasa móvil permi­

te di rendar e idtuitificar aquellos esteroiaea que son menos 

polares y por consiguiente más rápidamente móviles que la cor- 

tioosterona, en tanto que el sistema, disolvente de propilano- 

glicol-tolueno no es ten ericas ü&jo este respecto.



i 99253 26 —

Cuadro I I .

Movilidaaes rala ¡n vas de algunos asteroides en oromatogramas 

de papel (orden descendente de movilidad) / .

11-desoxi cor ti cost erona

17-hidroxiprogesterona

11-alfa-hi droxiprogesterona 
(U -I I I )

Oorticosterona

17-hi droxi-11-desoxi oor t i oos t e- 
rona (S )*

20-al f  a - , 21- di la i á r oxi -4 - pr egn ano- 
3-ona*

20-beta- , 21-dihi droxi-4-pregneno- 
3-ona

17-hidroxi-ll-dehidrooortiooste- 
rona (B)

Dihidroxiprogesterona (U -I )

17-hidroxiaorticosterona (3T)

(lo s  asteroides que se mueven más 
rápidamente so encuentran al prin­
cipio del cuadro)

progesterona 

androstendi ana 

testosterona •

11- d es oxi cor t i co s t erona 

17-hidroxiprogesterona

¿ C -a l f a - ,21-d in id rox i -4-
p r e gneno-3 - ona *

20-beta-,21 -d ih idroxi-4 -  
pregneno-3-ons

11 -a lfa -h i droxi progest ero­
na (U - I I I )

17 -h id rox i- l l -d  esoxioorti-  
oosterona ( 3 ) *

( estos^esteroides se muevan 
más rápidamente que los de 
la  columna de la  íaquierdaL 
hallándose a la cabeza del' 
cuadro los de movimiento 
mas rápido)

^distinguíble en este sistema* no distinguible en este sistema 

¿ orden de movilidad HD >  esteres acetonas en oualquier posición 

en todas las combinaciones dadas#
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IJos referimos atiera a los adjuntos dibujos que son 

reproducciones fotográficas de algunos resultados analíticos 

obtenidos por el método del presente invento o que se relacio­

nan oon el presante invento.

Bn los dibujos}

La f ig .  1 es une lo te grafía  que parangona los mode­

los o imágenes del análisis infrarrojo de 11-aetoprogasterona 

auténtica y el compuesto U-YI, identificado como 319 EBP 108. 

Bn el ejemplo 1 se tu-ce referencia a esta figura.

La f ig .  a es una fotografía que compare los modelos 

o imágenes de difracción ds rayos 2 de 11-cetoprogesterons au­

tentica y el compuesto U-YI, idantificáao como 319 BHP lC8.g. 

En el ejemplo 1 se hace referencia a esta figura.

La f ig .  3 es una fotografía que compar© los resul­

tados dal análisis infrarrojo  de varios compuestos asteroides 

citados en el ejemplo 1.

La f ig .  4 es una fotografía de un oromatograma de 

t ira  de papel de 11-oetoprogesterona y el producto de oxida­

ción por OrgOg de U - I I I ,  designado U-VI, demostrando ser los 

mi amos.

Las f ig s .  5 y 6 son fotografías de cromatogramas 

da t ira  de papel de productos de bio-oxidación de la  11-deso- 

xi-17-Mdroxioortlcosterona ( oomponnd 3), oromatogramas que en 

los ejemplos 4 y 14 (2) se citan como 349 SHE 32.

Las f ig s .  7, 8 y 9 son fotografías de oromatograiu»s 

de t ira  de papel de productos de bio-oxidaoión de 17-alfa -  

hidroxiprogesterona, citados en los ejemplos 5 y 14 ( 1 ) como 

349 SE* 36,37 y 38.
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lt& f i g « XO es una xotograífs cía un aromatograma

ae tire de papal da produotos de bio-oxidaaión de progestero- 

na, alteaos en el ejemplo 7 como 249' sus 40

la  f ig .  I I  se un aromatograma de tira  de papel de 

produuios ue oio-oxiaaaión de progeaterona, altados en el ejem­

plo 8 como 263 MIU 21.

la  f ig .  1 2  es una xot agraria ue un orornatograma de 

t ira  de papel de on-prcuuoto ae Dio-oxidación de progesterona, 

altado en el ejemplo IC oomo 349 anj} 44p,

la f ig .  12 es tamul én una lotogrsxía ae un aromato- 

grama de tira de papal ae prouuctos ae bio-oxiáación da pro- 

gesierona, citanos en oí ejemplo 11 oomo 349 SHU 44P„.

t ira  ae papal ae proauatos ae Me-oxidación ae i l  aesoxicorti- 

oosterona, sitados en al ejemplo 12 como 263 MIU 22.

tira ae papel ue produotos us uio-oxidaalón de 17-alfa-h.idro- 

xi progestero na, citados en el ejemplo 14 (Z ) como 249 sus 22.

la  f ig .  15 es una xclograría de un orornatograma de 

tira  ue papal ae proauatos de dio-oxidación de acetato ae 11- 

desoxi-17-hi aroxi-aortioos aerona (aoetato del compound 3 ) c ita­

dos en el ejemplo 14 (6) oomo 249 3H2 81*

la  xig. 1 6  es una xotograxía ae un orornatograma a© 

t ira  ae papel ae prouuctos ae uxo-oxiaación ae l i ­

la  11 g. 12 es una ionografía de un eromatograma de

la  f ig .  14 es una xo logradla ae un eromatograma de
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hiaroxicorticosi, erona (oompound B), uitauo en el ejampio 14 (9) 

oomo 249 ¿HE 2Q.

la  f ig .  18 es ana fotografía de un oromatograma de 

tira  de papel de proauotos de bio-oxldación de ll-desoxi-17-  

hidroxioorticost erona (oompound S) y aoetato de ll-desoxi-17- 

hidroxioortioost erona (aoetato de 3) citados en los ejemplos 

14 (10) y 14 (11) oomo 349 3HE 26.

la  f ig .  19 es una fotografía de un oromatograma de 

tira de papel de proauotos de bio-oxidaoión de ll-desoxi-17- 

h.idroxicortiaosterona (oompound 3), citados en el ejemplo 14 

(12) oomo 349 SEB 48.

las f ig s . 20 y 21 son fotografías de oromatogramas 

de tire de papel de productos ds 1310-0x1 dación de androstendlo- 

na, citados en el ejemplo 15 (1) oomo 349 SETS 70-2.

la  f ig »  22 es una fotografía de oromatograma de t i ­

ra de papel de productos de bio-oxidaoión de oolesten®ínat alta­

do en el ejemplo 15 (2) oomo 349 SBE 70-2»

la  f ig .  23 es una fotografía de un oromatograma de 

t ira  de papel de productos de bio-oxids clon de ergostercna, 

altado en el ejemplo 15 (3) oomo 349 3HE 70-1»

la  f ig »  24 es una fotografía de un oromatograma de 

t ira  de papel de productos de bio-oxidaoión de ergosterol, ci­

tado en el ejemplo 15 (4) oomo 349 SHE 70-4»

la  f ig .  25 es una fotografía de un oromatograma de 

t ira  de papel de productos de bio-oxidaoión ds progesterona, 

oitado en el ejemplo 16 oomo 349 SHE 53.

la  f ig .  26 es una fotografía de un oromatograma de

tira  de papel de productos de bio-oxidaoión de progesterona,



5

10

15

20

25

199253 80 —

oitado en los ejemplos 17 (1 ), 17 (45 y 17 (5) oomo 349 SHE 47» 

La ±'ig. 27 es una fotografía de un oromatograma de 

t ira  de papel de productos de bio-oxidaoión de progesterona, 

oitado en los ejemplos 17 (2 ), 17 (3) y 17 (6) oomo 349 SITE 40» 

La í i g .  28 as una fotografía de un oromatograma 

de t ira  de papel de productos de bio-oxidaclon de progestero­

na, oitado en los ejemplos 17 (7) y 17 (8) como 349 SETE 47»

La í ig .  29 es una fotografía de un oromatograma de 

tira  de papel de productos ae oio-osidación de progesterona, 

oitado en los ejemplos 17 (9 ), 17 (10) y 17 (14) oomo 349 SHE 

47.

La f ig .  30 ee una fotografía de un oromatograma 

de tira  de papel de productos ae bio-oxidación de progesterona, 

oitado en los ejemplos 17 (11) y 17 (12) oomo 349 SHE 40»

La f ig .  31 es una fotografía de un oromatograma de 

tira  de papel de productos de bio-oxidación de progesterona, 

oitado en los ejemplos 17 (13), 17 (15)y 17 (16) oomo 349 

SHE 50.

Las liga . 32, 33 y 34 son fotografías de crornato- 

gramas de tira  de papel de productos de bio-oxidaoión de 11- 

desoxi-oortioosterona, citados en los ejemplos 17 (17), 17 (18) 

y 17 (19) oomo 349 SHE 50.

La f ig .  35 es una rotografía da un oromatograma 

de t ira  de papel de produotos da bio-oxidaoión de progestero­

na obtenidos del filtrado del caldo de fermentación, oitado 

en el ejemplo 18 oomo 349 SHE 41.

La f ig .  36 es una fotografía de un oromatograma de

tira de papel de produotos de bio-oxidaoión de U -alfs-h idroxii.
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progeaterona (U - I I I )  referidos al ejemplo 19 como 049 SSE 72* 

los factores comprendíaos en al procedimiento 

Zaffaroni y colaboradores son esencialmente los siga!entes* 

a) la  afinidad de loa compuestos asteroides de diferentes 

polaridades respecto al más polar de dos disolventes. Así 

loa compuestos asteroides más polares, corno los que contienen 

un grupo o grupos hidroxi, tendrán mayor atraooión respecto 

al disolvente polar que los compuestos menos polares, como 

los que no contienen grupos hidroxi, lo cual en parte deter­

mina I b fase en que el estero!de se encontrara y oon qué rapi­

dez se moveré su huella o mancha; b) el coeficiente de distri  

buoióu del compuesto estero!de que se ha de examinar, entre 

dos disolventes no misai bles, con lo cual se aeterminara en 

cierto grado la  fase en que se enouentra el asteroide, o sea 

en el cual de loa dos di solvent es inmiscibles es presente este, 

y también la  velocidad de traslado de su mancha; o) el coefi­

ciente de adsoroión-elución del asteroide examinado, colooado 

en una tira  de papel de f i l t r o  previamente tratado y expuesto 

a una mezcla de dos disolventes inmiscibles, lo cual también 

determina en cierto grado la  fase en que se encontraré el es- 

teroide y la  velocidad oon que se trasladará su mancha.

La combinación de estos tres faotores determina 

el punto hasta gl que la mancha del asteroide se moverá sobre 

la  t ira  ae papel oromatográfi co con relación a le, mancha o hue 

l i a  de una sustancia conocida. La duración que el desarrollo 

de la t ira  necesita a través de la lase móvil, careoe de im­

portancia, ya que la looalizaoion relativa de la rnanoha con r¿

laoion a un control conocido es lo que identifica el compuesto

i
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analizado por este método. Sato aparecerá xáoilments ue la  

observación atenta de las fotografías de ios cromatogramas de 

papel, que acompañan a los siguientes ejemplos y que se iden­

t ifican  en e llos. Oada mancha en el cromatograma de papel se 

ha de entender que identifica un compuesto esteroide indivi­

dual, moviéndose íp&s rápidamente loa compuestos menos polares 

y trasladándose a una posición más alejada del punto in ic ia l  

que ios compuestos estero!des más polares y más altamente oxige­

nados, que se han examinado en el mismo ensayo* lío solamente es 

así posiDle identificar cualitativamente el compuesto esteroi­

de examinado, sino que usmeién por comparación con un control 

adecuado ue cantidad conocida es también posible determinar 

la  cantidad aproximada uel compuasto particular. Por consiguien­

te es pos i die determinar la conversión bio-oxidativa aproxima­

da de uu esteroide determina uo cíe partida en ui versos deriva­

dos mas altemante oxigwnHuosj la  cantidad del esteroide emplean­

do en ia aplicación primitiva sours la  t ira , sienao conocida, 

es suficiente una sencilla observación uel número ae manchas 

de los diferentes compuestos estarcidas más altamente oxigena­

dos y una comparación de la claridad o densidad relativas pa­

ra poder apreciar aproximadamente la  clase de conversión y los 

rendimientos ae le oio-oxidaoión de un esteroide particular 

o de otros productos de transformación.

los siguientes ejemplos deban entenderse únicamente 

oorno ilustrativos y en ningún caso se han de considerar como 

limitativos del invento.
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Ejemplo 1.

Oxidación de progesterona (¡¿66 HOM 179,319 DHP 95-108)

£ 4 l it ro s  ce un oaltivo continuado durante 3 2-48 ho­

ras de BH 176 (rasa Bhiaopus arrhizus se incorporó un gramo 

de progesterona en 50 m ililitros de aaetona y así se preparó 

una suspensión del asteroide en el líquido de cultivo. Este 

cultivo se incubó luego a la temperatura del local durante 48 

horas. Al final ao este tiempo el pH del medio era de 3,5 y el 

líquido de fermentación y el micelio se extrajeron sucesiva­

mente por tres vacas con un l i t ro ,  por una vea con dos litros  

y por otra vea con un l it ro  de cloruro de metileno. Los extrae 

tos del cloruro de metileno se reunieron y lavaron por dos ve­

ces con 400 m ili litros  cada vea de disolución aouosa de bicar­

bonato sódico al 2 ?¡> y por tres veces con 500 m ililitros cada 

vea de agua destilada. El extracto de cloruro de metileno se 

evaporo a sequedad al vacio y el residuo seco se recogió en 

50 m ili litros  de cloruro de metileno. La disolución se puso 

en una capsula qq c rista l de 100 m ili litros  y se evaporó me­

diante una corriente de aire . El residuo sólido que pesaba 

1,585 g ., se disolvió en 5 m ililitros de metanol caliente y 

se dejó enfriar pooo e poco a la temperatura del local. Se se­

pararon 75 miligramos ae cristales con punto de fusión de 245- 

249 grados centígrados. Estos cristales se designaron por U—I .  

Los cristales se disolvieron sn 5 mililitros de metanol y se f i l ­

traron en un tubo centrífugo y después del enfriamiento dió 

la  solución un rendimiento de 23 miligramos áe cristales u-I 

con punto de fusión ae 246-248 grados centígrados. Por el me'- 

todo de Zaffaroni del oromatograma da papel, oomo antea 8e ha
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indicado, empleando éter dietileno-gliool-monoetílico como 

fase estacionaria y metilciolohexano como rase móvil, estos 

cristales produjeron una única mancha más polar que la protes­

te roña» las mi oro combustiones indicaron la r ija  clon o adición 

de cios átomos de oxígeno a la molécula de progesterona, como 

se indica 8 continuación{

Análisis : calculado para progesterona 0 80,23 H 9,5|

" 11 dihldroxiprogesterona o 72,8 H 8,7

hallado para U -I C 72,8 H 8,6

Mf> 18

isn el análisis infrarrojo el compuesto u -I presen­

tó más <ie un grupo hidróxilo, pero por otro lado oonservaba 

la  estructura básica 3-ceto, delta 4- y 20-oeto de la  progea­

terona, como puao comprobarse por el análisis in frarrojo .

4ootilando el compuesto U-I utilizando 0,3 m i l i l i ­

tros ae pira dina y 0,3 m ililitros ue aiihídrido acético para 

9,0 miligramos de U -I, dejando le mezcla reposar a la  tempera­

tura del local durante 15 ñoras, agregando 12,5 m ili litros  

de agua y reposando nuevamente durante una hora a la  tempe­

ratura ael local, y enfriando para obtener crista les, se ob­

tuvieron 6,7 miligramos de diaoeteto cristalino oon punto de 

fusión de 154-155& 0 y el cual se aesignó por U -I I .  los aná­

l i s i s  infrarrojos de este compuesto revelaron la  ausencia del 

grupo hidroxi y la presencia ae nuevos grupos acetoxi.

las aguas madres ael primer compuesto cristalino  

U-I con peso ae 1,5 gramos, se privaron ael disolvente por 

eireaoión, se disolvieron en oC m ililitros de oenzol y se cro­

ma tografiaron sobre oficio ae aluminio (Al^Og) oomo puede ver
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se en el cuadro I I I »  50 g cié alúmina lavada con acido, seoada 

a 45 grados centígrados, se utilizaron como adsorbente y se 

utilizaron poro iones ae 100 m ili litros  aa aisolventea para 

desarrollar la columna (véase cuadro I I I ) .  1 base de los es­

tudios ue los cromatogramas ae papel según 2a fia ren i, se en­

contró que la fracción Á solo uab» una mancha mas polar que 

la  progasterona pero menos polar que un segundo compuesto, 

el lí-I, descrito anteriormente y cjue se presentaba en las  

fracciones ¿1 a 53.

La fracción A se disolvió «n uos m ili litros  ae me- 

tanol caliente y se f i l t ró »  xiespuús ue enfriarse durante la  

noche, se obtuvieron 171 miligramos de cristales ae un com­

puesto a asignado por J - I I I  con puruo ue fusión ue 156-157 gra­

dos centígrados, la reoristslizaoión en 3 m ili litros  ae meta- 

nol produjo 98,7 miligramos ae u - I I I  con punto ae xusión de 

166-167 grados centígrados y con un /a l fa j  i) = 1 175®

(C, 1,0127 en cloroformo). Las miorooombustiones señalaron 

la  adición ae mi átomo ae oxígeno a la  progesterona.

Análisis¡

Calculado para monohidroxiprogastarona: C '¡'6,4 E 9,1C 

Hallado para U -I I I  0 76,66 H 8,92

Los análisis infrarrojos ae u -I I I  inai carón la  pre­

sencia ue un grupo hidróxi y la  molécula oásica ue la  proges­

terona.
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üuadro I I I

üromauogrelía al ál^Cg cte progesterona tranaj.orinada por meto- 

do úiológiuo

5

10

15

20

¿5

30

S5

40

46

Jim pía anuo loa organismos jxH 176 (Rhizopus arraigas)»

í’ra colón jjí a olí7 ent e
f anális is  con 

peso uel re s í -  oromatogramas 
dúo en rng en nanel

1 Uto Roano 0 manchas nulas2 oenaeno 182,2
3 uenceno + 3$ éter 12»,0

4 uenceno 4 5$ éter 246,6 manchas nulas5 benoeno 4 10$ éter 162,9
6 tenaeno 4 10$ éter 18,0

7 benoeno 4 10$ éter 11,2
8 benoeno 4 50$ éter 128,2 manchas nulas
9 benoeno 4 60$ éter 23,6

10 éter 16,1
11 |ter 15,4
12 eter + 8$ OHOlg 3,8
15 fter 4 Sjb OHOlg 2,0
14 eter 4 10% OHOlg 3,4
15 eter 4 10$ OHOlg 3,6

16 §ter 4 &Ofa OHOlg 3,5
17 eter 4 50$ CHGlg 2,1
10 OHOlg 2,5

19 ÜHClg 222,6) Fracción A
20 OHOlg 4 6$ acetona 167,9) Unicamente una manoha
21 OHOlg 4 5$ acetona 23,5 es más polar que la  

progesterona. Una maz­
óla de 2 manahas, una 
similar a la  |raoción 
20, la  otra mas polar 
que la  fracción 20.

22 OHOlg 4 10$ acetona 17,3
23 OHOlg 4 10$ acetona 8,7
24 OHOlg 4 50$ acetona 20,9 Solo la  mancha que se 

mueve mas lentamente.
25 OHOlg 4 50$ acetona 6,1
26 aoetona 13, C Solo la^mancha que se 

mueva más lentamente.!27 acetona 8,4

28 acetona 4 5$ MeOH 25,0
29 aoetona 4 3f¡> MeOH 4,6
20 aoetona 4 10$ MeOH 7,4
21 aoetona 4 10$ MeOH 1,432 aoetona 4 50$ MeÜH 8,1
23 aoetona 4 50$ MeOH 5,3
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la posición fiel grupo hidroxi en U -II I  se comprobo 

QStar sn la  posición 11 meei ante oxidación <3.8 80 miligramos 

de u - I I I  en 0,5 m ili litros  us ácido acético oriat&lizable, 

empleando un m ili l it ro  ae raido acético arista lizab le  conte­

niendo 5 miligramos de óxido orómioo y 5 miorolitros de agua 

y dejanao la  mezcla reposar durante una ñora a la  temperatura 

del loca l. Unas gotas de raetanol se agregaron luego y después 

de 10 minutos el raetanol se uiluyó a 45 m ili litros  con agua, 

se extrajo la disolución con tres porciones de 15 m ililitros  

cada una ae cloruro ae metileno y luego finalmente se evaporé 

el cloruro de metileno. El residuo se crista lizó  en 0,5 mili­

l i t ro s  de metanol con un rendimiento da 19 miligramos de una

tricetona ü-VI, oon punto de fusión de 172-175 grados oentí- 
r— —1 25

grados y un /alfa/ 5 = 4 227 grados en cloroformo, viniendo 

indicada la  estructura ae ls i-rioetona por análisis infrarrojeja. 

Otros análisis infrarrojos demostraron que los nuevos grupos 

cetónicos solo podían estar presentes en las posiciones 1, 7,

11 o 12. So se conoce ningún 1-cetosteroide natural o sinté­

tico. las constantes fís icas de la  hidroxiprogesterona U -II  

no coincidan con las de le  12-alfa-Mdroxiprogesterona (pon. 

fus. 200-205 grados centígrados; 1 = 4  205 grados

(C, 1,0 sn aoetona) (fettste in , HeIV. Chim. ¿ota SI, 196S 

(1945))| o oon 12-bets-hid_roxIprogeeterona | pun. fus. 164-

167 gredos centígrados, después de enfriar funda nuevamente
r -  “ T 15a 195-198 grados centígrados, /alfa/ 1 = + 205 (o, 0,502 en 

aoetona), (Eeiofcistein, C.A» 3*5, 2261 (1942))] • Esto deja 

únicamente las posiciones 7 y 11 para el nuevo grupo cato del

compuesto u-VI.
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üna comparación da las constantes f ís icas  in­

dica que la  tricetona (compuesto U-VI) es una ll-cetoproges-
i r r~ iterona ( pun. xus. 172-176 grados centígrados; /alfa/ D

= + 238 grados + 8^ 0 (0, 0,9 en acetona), (Eeiohetein, Helv.

OMm. Acta 23 , 684 (1940); ib id . 26, 721 (1942) ) j .  SÍ se’ la

compara con la 11-ceto-progesterona auténtica mediante análi­

sis infrarrojo ( f i g .  1 ), difracción de rayos X (Eíg. 11), cro­

mato gr& fía  en papel (técnica de Zsffaroni) y examen ael pun. 

de rus., se comprueba que el compuesto U-VI es idéntico a la  

11-ceto-progesterona auténtica (véase l ig .  4 ).

Xas constantes físicas del compuesto U -I I I  no 

coinciden con fas ae la ll-beta-hiároxiprogeBterona [ pun.
r  - r  17

fus. 187-188 grados centígrados; /alfa/ u = + 222-225 gra­

dos (0, 1,75 en aoetona), ( shoppees y fieichstein, C.4. 06,

2261 (1942))]* Por consiguiente como U-VI demuestra que el 

oxígeno ae ha introducido en la  posición 11, U - I I I  debe ser 

una 11-alfa-hi «roxiproges terona.

tiC miligramos ct6l compuesto U - I I I  se a e s t i la ­

ron empleando 0,6 m ili litros  de piridins y 0,6 m ililitros ae 

anhídrido acético. Después ae 16 horas a la temperatura del 

loca l, sa agregaron 25 m ili litros  de agua. Después ae una hora, 

se enfrió la preparación para nacerla c r is ta liza r .  los crista­

les formados se lavaron con agua y ae asearon produoienao 16,3 

miligramos de un tnonoaoatato ü-V, con un punto de xuaión de 

175-177 grados centígrados. SI análisis infrarrojo indicó la  

ausencia del grupo hidróxilo y la presencia ae un nuevo grupo 

acetoxi.

Mioroanáliais elemental;
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Calculado para monoacetoxiprogesterona: 74,0 8,85

Hallado 74,33 8,78

la f ig .  3 as una iotograxia para comparar las cur­

vas infrarrojas ue algunos ue ios compuestos antas citados* 

Ejemplo 2» * 24

Oxidación cía la progestwrona (226 tí OH 206 P®, 190 GBS 24$) 

A un cultivo cúrsate ¡s4 ñoras ue ios organismos rh 176 

(raza Rhiaopus arrhizus) 011 4,0 l it ro s  uel mauló ae incorporó 

un gramo ae progesterona en 50 m ili litros  ae acetona, después 

de una incubación y agitación en presencia ae a ire  durante

24 horas, el calco ue i r  carmeneación se extrajo como se ha d^s 

orito en el ejemplo 1. Los extractos ae cloruro de metileno 

se lave ron dos veces con 5C0 m ililitros ae bicarbonato sódi­

co al 2 fe y otras uoa veces con 500 m ili litros  de agua desti­

lada, los extractos reuníaos se secaron con un mínimo de sul­

fato aoaiuo anii i uro y 6 m ili litros  de esta disolución, que re* 

presentan ¿¿ miligramos de la progeeterena primitiva, se u t i l i ­

zaron para los análisis de o roma tog ramas de papel según ZafiS* 

roni, empleando los uisolventes utilizados en ei ejemplo 1. 

Satos análisis indicaron una conversión o transformación ele­

vada en la  Ii-alxa-3xiaroxi progesterona. Kl extracto remanente 

de cloruro ae meuilsno se evaporó a sequedad con une corriente- 

de a ire . El residuo sólido (1,584 g) se disolvió en 100 m ili­

lit ros  de benceno y se separó por xíltracion una fracción in­

soluble (190 GBS 244-2) de 145 miligramos. 31 punto de rasión 

de este compuesto era ae 190-230 grasos centígrados. Un total

de 90 miligramos ael compuesto u-I, pun fus* 230-240 grados
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centígrados, se recuperó como cristales disolviendo la  ira o-  

alón insoluble (145 miligramos) en £0 m ili litros  de acetona 

calentando, concentrando la disolución a 10 m ili litros  y en­

friando. Xos cristales formados se examinaron luego por el 

cromatograma de papel de S'.ifaroni y presentaron un pun. de 

fus. que indicada ser un compuesto dihidroxi, o sea el com­

puesto U -I .  El filtrado, que contenía 1,459 gramos de sólidos, 

se oromatografió sobre la columna de alúmina (Al^Og) (cuadro 

IT) por la tócnioa descrita en el ejemplo 1, empleando por­

ciones de 100 m ili litros  de disolventes pare desarrollar la  

columna. Xa fracción B de la  separación oromatográfioa (cua­

dro IT) conteniendo 571 miligramos de la 11-alfa-h.idroxipro- 

gesterona (compuesto U -I I I )  se disolvió en £0 m ili litros  de 

metanol, se agregaron a la  disolución £0 m ili litros  üe agua, j 

se calentó la disolución y luego se enfrió en un refrigerante,.
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Cromatografía en AloOg de progesterona biológioamente transfor­
mada

utilizando organismos HE 176 (Rhizopus arrhizua)

Fracción
Disolvente

Peso a el residuo Análisis en papel 
en mg________________ crometográileso

1 benceno 208
2 benceno 12
g benceno 4 Ofo éter 4

4 benceno 4 éter 14
5
6

benceno 4 10$ éter 
benceno 4 10$ éter

57
19

7 Benceno 4 üC$ éter 7
8 Benceno 4 o0$ éter 19
9 éter 4

10 éter 16
11 eter 4 &¡o CHClg 8
12 éter 4 5$ CHClg 4

12
14

éter 4 10$ CHClg
éter 4 10$ CHClg 
éter 4 5C$ CHClg

0
0

15 4

16 éter 4 50$ CHClg» 2
17 CHClg 11)
18 CHClg 265)

)
25o)19 CHClg 4 acetona

20 CHClg 4 t*p acetona 60)
21 CHClg 4 10$ aoetona 16)

22 CHClg 4 1C% acetona 22
22 CHClg 4 5Cm aoetona 27
24 CHClg 4 50$ aoetona 57

25 aoetona 29
26 aoetona 42
27 aoetona 4 5$ MeOH 16

28 aoetona 4 dfo MeOH 24
29 aoetona 4 10$ MeOH 4
00 aoetona 4 10$ MeOH 0
31 aoetona 4 50$ MeOH 1

22 aoetona 4 50$ MeOH 22
22 MeOH 9

Fracción B

Unica mancha ae i l - a l f a -h l -  
a roxipro ge s t e roña U -III  ,más| 
trazas de^otros tres com­
puestos mas lentamente móvl- 
1 es #
Mezcla de dihidroxiprogeste- 
roña U»D» y cios compuestos 
más pojares.
Fracción 24 la  misma Que 
fraación 22, pero 2 manchas 
mas débiles y una tercera y 
cuarta más fuertes.

Fracción 26 compuesto menos 
polar Querías dos manchas 
en fracción 22, pero más po 
lar Que 11-a lfs -h i droxi pro- 
gestarona, U - I I I .
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Cuadro y 1- parte

5

10

Fermentación

Ensayos
Progesterona 
agir ag a da
mg

266HGH179 10 cc

866H0M195 1200

266H0M2O6PÍÍ 1000

266HCM206PB 1000

266HCM212 5000

vol* del duración,
medio incubación designación
l it ro s  horas

4 48 ¿19IHP95

4 67 299BJM195

4 24 529RB06C

4 50 1900BS244

10 24 S29HB065

Cuadro 7 2a parte

Fracciones obtenidas en la  columna AlgOg:

15
Ensayo

Frogesterona
mg progesterona

Ü -I I I
mg

----------- -  ̂ r-*-'
progesterona duotos 
U-I transfor

mg mación

266H0M179 0 591 142 18
266HGLQ95 0 507 222 95
266HGM2C6PA 0 571 225 94

266H0M2O6PB 0 471 265 120
266H0M212 1520 1260 76
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¡3a agregaron otros 20 m ililitros de agu.a y se con­

tinuó la  refrigeración. Se produjo oristalizaoión y se reou- 

peraron SCO miligramos ae cristales secos 'de l l -a l fa -h ia ro x i -  

progesterons (compuesto TJ-III) con punto de rus ion de 155-156 

grados centígrados.

Un resuman de cierto número de dio-oxidaciones se 

presenta, en el cuadro v«

Ejemplo 3.

Oxidación de progesteroña (266 HOM 218,358 VRS 5 ).

Un m ili l it ro  de una suspensión salina fis io lógica  

e.steril de las esporas (conidia) de una placa de cultivo de taspi­

ta, agar y edamina de 10 m ili litros  (cultivo durante cinco 

dias) se utilizó  para inocular un medio estéril de 150 m il i l i ­

tros de 2 ajo de edamina, 5 de dextrosa, y 5 de agua de ma- 

ceración de mala, y agua de cañería. Este cultivo de 150 mili­

l i t ro s  se agitó y aireó sacudiéndolo durante 24 horas para fa ­

vorecer el crecimiento rápido y enérgico vegetativo* 100 mili­

l it ro s  de este cultivo vegetativo ae agregaron a 4 l it ro s  de 

un medio estéril que por sacudimiento se aireó y agitó duran­

te 24 horas, después se agregaron 4 gramos de progesterona en 

40 m ili litros  de raetanol y ae continuó la aireación. Después 

de 24 horas y 45 minutos, se eliminó el medio por extracción 

con oloruro de metlleno como ee na descrito en al ejemplo 1, 

empleando un total ae 4 l i t ro s  ae cloruro de met lleno. Se ela­

boró la  disolución de oloruro de me ti leño y se concentró ob­

teniendo 4,38 gramos de residuo. Este material ae oromatogra-

f ió  como antes se ha descrito en el ejemplo 1 dando las s i -  I
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guieates fracciones (258 VR3 5);

fracciones Gomposi ci ón Peso en

insol. en benceno dihidroxiprogesterona (U -I ) 0,635

14-16 progesterona 0,694

£C-££ 11-al fe-hiüroxiprogest erona
(TJ-III)

1,994

¿3-£5 colas (Gomp. mono 4 dihidroxi) 0,437

La fracción 11-alfa-hiüroxiprogest erona (TJ-III) se 

disolvió en 15 m ili litros  as metanól caliente;, se agregaron 

£ m ili litros  de agua y se iriltró la disolución» Después de 

enfriar durante la noche, se recogieron 1,15 gramos de pro­

ducto cristalino con pun. fus. 163-166 grados centígrados»

El rendimiento en (U - I I I )  11-alfa-híüroxiprogesterona crista­

lina fuá de £9 cp (£79 BJM £05)» También ae obtuvo otra peque­

ña cantidad d6 crista les»

Ejemplo 4.

Oxidación de ll-üesozi-17-hiároxicortioosterona (S) 

en la posición 11»

Empleando luí cultivo de RH 176 (Rhizopus arrhizus) 

continuado durante 16 horas se incubó 1,0 gramos del oompound 

3 en 50 m ililitros de metanol durante 4 horas a la temperatu­

ra del local (£66 HGM £13) en presencia de aire»

El medio de fermentación con un pH de 2,8, se ex­

trajo con una porción de £ l it ro s  de cloruro de metileno y 

sucesivamente con tres porciones cada una de un l it ro  del 

mismo cloruro» Los extractos se reunieron y lavaron dos veces 

cada vez con 500 m ililitros ue disolución de bicarbonato sódl-
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oo al 2 $»» Los extractos ae cloruro ue rae ti leño se reuníaron 

y levaron aos veces caer. vez con porciones cíe 500 m ili litros  

ce agua destilada, los extractos ue cloruro de metíleño reuni- 

dos y lavados ae privaron luego de agua con un mínimo ue sul­

fato sódico anillar o y luego se privó uel cloruro ae metiieno 

por una corriente ue a ire , una pequeña porción aliouota ae 

residuo se sometió al ana lis ia  uel papel oromatografico con 

el resultado ue que apareció una nueva mancha ligeramente mó­

v i l  junto con otra (349 díIB 3a). *¡1 total del residuo a d i ­

do, con peso ce 1,6 g86 gramos se u i solví ó en uenoeno y oroma- 

togralió so bre Al-jDg como su mui ca en el cuadro VI* Una ue 

las manchas lentamente móviles resaltó m  la  irnoción G a el 

oromatograma y utilizó  para separar por cristalización un 

compuesto difersnte uel material ue partida, compound S» JA 

fracción ü con ceso 376,5 miligramos sa uísolvio en 2 m i l i l i ­

tros ae rae t ano 1 caliente y se f i l t r ó .  ¿gmpleanuo una corrien­

te de nitrógeno se reuujo el volumen a 1,5 m ili litros , con 

lo que se formaron crietaiea» astos pesaban 152 miligramos 

y tenían un punto ue rasión ue 195 a 210 grados centígrados» 

Eeoristalízando en un m ili lit ro  de metanol caliente se produ­

jeron 35,6 miligramos con punto de fusión 223-226 grados cen­

tígrados. l*a re orí etalizacion de este ultimo producto dio 

oristales puros fundentes a 222-225 grados centígrados (319 

DHP 111). Bate oompuesto se oxidó en la posición 11 del nú­

cleo esferoide.
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Á n 'l í sis * o al cala do para 17-hidroxi-
cortiaosterona:

519 DHP 114,5 hallado*

Ejemplo 5» * 48

Oxidación de 17-alfa-hiüroxiprogester

Utilizando un cultivo continuado 24 ñoras de fiH .

176 (raza de hhizopus arrhizua) se incubó 1,0 gramos de 17- 

a l f  a-hidroxiprogest erone en 50 m ililitros de metanol durante.

48 horas a la  uenperetura del local y en presencia de aire 

(266 HOM 214).

Se extrajo el medio de fermentación (pE 3,6) con 

2 litros  de oloruro de metileno y luego sucesivamente con 

tres porciones cada una do un l it ro  del mismo disolvente, 

los extractos se reunieron y lavaron dos veces con 500 m ili­

l it ro s  de una disolución de ui car bonete sódico a l 2f>. luego 

se reunieron los extractos de cloruro ae meo ileño y se lava­

ron dos veces, oada vez con 50C m ililitros  de agua destilada. 

Después los extractos de cloruro de metileno reunidos y la ­

vados ae privaron da agua con un mínimo de sulfato de sodio 

y después se privaron del oloruro de metileno por destilación 

al vacío. Una pequeña fracción alícuota del residuo presentó 

tres manchas diferentes de 17-alfa-hidroxiprogesterona en 

las tiras ae papel cromatográfico (549 3HE 56-58). Toda la  

porción sólida de 1,8849 gramos se disolvió en benceno y se 

oromatografió con ál^Og como se indica en áL cuadro ¥11* Una 

de las mañanas sobresalía en la fraooión B y las cordones

G H

69,5 8,28

69,66 8,20

en la  posioión 11.

solidas, 507 miligramos, se cristalizaron en un m ililitro
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de metanol oaliente. Después ae eni'riar se obtuvieron 61 mi­

ligramos ue orláosles rondantes a 178-210 grados centígra­

dos. Da reoristalizaoion en 0,5 m ili litros  cte metanol produ­

jo 25 miligramos de crista les, oan pun. dus. 219-222 grados 

oentígredoa. Por nuera criataliaaoión se obtuvieron crista­

les puros con un ponto ce xusión de 220-223 grados centígra­

dos (319 DKP 111). Bate compuesto estaba oxigenado en la  po­

sición 11 del núcleo asteroide.

C H

Anális is ; calculado para 11,17-dihi- 
droxiprogest erona 72,8 8,60

73,01 8,65319 DHP 112.3 hallado
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Cuadro VI

Cromatografía por AlaCg da ll-.deaoxl-17-n.iároxioortÍooaterona

(3) biológicamente transformada_________________________ .

Bmpleanuo organismos RH 176 (RMzopas arrhlzus)

fracción Disolvente
Análisis

peso clüI  re s í -  cromatogra-
duo en mg mas papel

1
22
4
5 
5
78 
9

10
U

uenceno
a ene ano
cano ano
benceno
benceno
benceno
benceno
bañeeno
b ene eno
éter
éter

f  5$ eter etílico  
4 Sp éter etílico  
4 10$ éter etílico  
4 10$ §ter etílico  
4 1Q¿ §ter etílico  
4 50$ eter etílico  
4 m  éter etílico

281,5
47,9
78.4
58.5
12,0
0,8
2,2
4,2
5.6 
7,0
7.6

1 2  éter 4 5$ OHClg
12 éter 4 Sjo OHClg
14 éter 4 10$ QHOlg
15 éter 4 10$ OHClg

21,6) 
29,9) 
22,5) A
15,7)

manchas nulas 
manchas nulas 
manchas nulas 
manohas nulas

16 éter 4 50$ CHClg

17 éter 4 50$ QHCI3
18 CHOlg
19 OHClg
20 OHClg 4 5-o aoetons

21 CHOlg 4 Sp acetona
22 CHOlg 4 10$ acetona
22 CHOlg 4 10$ acetona
24 CHOlg 4 50$ acetona
25 OHClg 4 50$ acetona

26 acetona
27 acetona
28 acetona 4 5$ metanol
29 acetona 4 6$ ̂  metanol
20 acetona 4 10$ metanol
21 acetona 4 10$ metanol
22 acetona 4 50$ metanol
22 acetona 4 50$ metanol

7,9

15,2)
76,2) manchas nulas
52,2)® manohas nulas
20,1) manohas nulas

6.4 
2,6 
2,2
7.5 
9,0

22,5)
19,1)
62,9) mancha lentamente
42,7)„ móvil
« : d c mancha lentamente
27,8) moví 1
44, 4) mancha lentamente
14,1) móvil



t 99253
Cuadro VII

Cromalograría por Al^Og da 17-a.l±'a-hi(iroxiprogesterona Diológi- 
oamante traue normada

Stopleanuo organismos HH 176 (Rhiaopus arrhizus)

Fracción Disolv ente Peso a el r bt i -  
a uo en mg

Análisis oroma- 
togramas papel

1 ceno ano 257,8
2 benceno 46
2 benceno 4 6% eter etílico 5

4 benceno 4 tifa éter etílico 14 )
0 o ene eno 4 10% éter etílico 19 )
6 benceno 4 1C% §ter etílico 17,7)
7
8

benceno
benceno

4
4

10%
oo%

eter etílico  
éter etílico

12,2)
41,4)

9 benceno 4 50% éter etílico 08,7)
10 eter 72,2)
11 éter 72,2)
12 éter 4 5%

6%
OHClg 47,9)

12 éter 4 CHQlg 28, 2 )
14 éter 4 10% CHClg 12,5)
15 éter 4 10% CHClg 10,5)
16 éter 4 üOfo CHGlg 8,6)
17 éter 4 50% CHQlg 12.9)
18 CHClg 54,2)

19 OHClv, 144,2)
a0 CHClg 4 5% i

5% ¡
acetona 87,9)

21 CHOlv, 4 acetona 20,2)

CHClg 4 10% acetona 52,6)
22 OHClg 4 10% aoetona 16,2)
24 OHOia 4 o0% aoetona 64,0)
25 GHC13 4 5(3% aoetona 45,0)
26 acetona 126,1)
27 acetona 61,9)
28 aoetona 4 Prá, metanol 61,2)
29 acetona 4 £% metanol 27,8)
SO acetona 4 ICp metanol 21,2)
21 aaetona 4 10% metanol 10,9)
22 aoetona 4 50% metanol 25,4)
22 aoetona 4 50% metanol 6,8)

manch&s nulas

17-al xa-ni ür o xi -  
progeaterona

Una mañana y traza 
ae 17-alxa-b.iároxl- 
proget uerona

Contenía dos man­
chas
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Ejampio 6.

Oxidación de ll-deaoxioortioosterona.

Empleando un cultivo de RH 175 (Rhizopus arrhizus) 

continuado durante 64 horas, se incubó a la  temperatura del 

looal durante 54 horas un gramo'de 11-desoxioortioosterona 

en 4,0 l i t ro s  del medio (266 EOH 185). El líquido de fermen- 

taoión y los micelios se extrajeron sucesivamente con una 

porción de dos l i t ro s  y tres porciones cada una de un l i t ro  

de cloruro ae me ti leño. 3e reunieron los extractos de cloru­

ro de metlleno y se 1* varón con dos porciones de 5C0 m ili l i ­

tros de disolución acuosa al 2 $  de bicarbonato sódico y f i ­

nalmente con doa porciones de 500 m ili litros  de agua destila­

da. Se concentró a sequedad el extraoto de cloruro de metile- 

no mediante una corriente de aire y el residuo sólido se reco­

gió en 50 m ililitros de cloruro de metileno. La disolución se 

transportó a un recipiente ae crista l de 100 centímetros ou­

bi coa y se evaporó maulante una corriente de a ire . El residuo 

sólido con peso de 1,4218 gramos se disolvió en benceno y oro-- 

matografió en alúmina oomo se representa en el oua-

dro Y II  A. La fracción B indicaba la  formación de tres com­

ponentes de movimiento lento, predominando una de las manchas-- 

Una porción de esta fracción demostró actividad biológica, y 

señaló una transformación de aproximadamente el 5 f> con refe­

rencia a la corticosterona en el ensayo hecho según la  prueba 

de glicógeno de hígado de ri ta por e l método de Papst y cola­

boradores, Bndocrinology, 41, 55, (1947). EL material restan­

te, 200 miligramos, se reoristalizó en un m ili lit ro  de metanol
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para dar aS miligramos aa aristadas fundentes a 180-189 grados 

centígrados* fíeorista¿izado esue material por aos veces dio 

8 miligramos de cristeles fundentes a 190-192 grados centígra­

dos. El análisis infrarrojo señaló la  adición de un grupo hi- 

droxi a la  ll-desoxioortioosterona por la acción ael organis­

mo j¡H 176 (219 DES 106, 226 MIü 61 y 78, 265 PUL 2 ,4 ). El com­

puesto 11-desoxioortioosterona se oxigenó en la  posioión 11 

por la  acción del organismo EH 176.
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Qromatrografía por AlgOg de 11-desoxicorticosterona transfor­

mada biológicamente___________________________

Bmpleando organismos m  176 (Hhlzopaa arrhizas)

Fraooión Disolvente Peso del res i ­
duo en mg

Análisis  
oromatograma 

papel

1 éter 230,3)
2 eter 155,0)
3 éter 15,8)
4 eter 4 10$ CHGls 8,0). 5 eter 4 10$ OHOlg 2,5)
6 eter 4 10$ GHOlg 1,5)
7 et8r 4 50$ 0HG1* 2,1)8 eter 4 50$ GHOlg 2,8)
9 éter 4 50$ GHCl* 0,9) £

10 CHGlg 5,8)
11 OHClg 228,6)
12 OHOlg 114,2)
13 GHOlg 4 5jo acetona 42,7)
14 GHGlg 4  5$ acetona 17,9)
15 OHOlg 4  5$ acetona 14,6)
16 GHGlg 4 1 0  acetona 10,8)
17 CHOlg 4 10$ acetona 7,4)
18 OHOlg 4 10$ aoetona 5,9)

19 OHOlg 4 50$ acetona 15,8)
20 OHOlg 4 50$ acetona 8,7)
21 GHOlg 4 50$ acetona 24,5)
22 aoetona 32,1)
23 aoetona 14,4) B Tres componen-
24 acetona 9,9) tes lentamente
25 acetona 4 0  metanol 34,0) móv i l  es.
26 aoetona 4 6$ metanol 22,3)
27 aoetona 4 5$ metanol 13,8)
28 metanol 73,8)
29 m e t a n o l 25,6)
30 metanol 15,6)

J
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Mjampio 7.

Oxidación a« progesterona (266 HCM 19y/l50 T).

150 miligramos a-, progüduerona en unoa tres m i l i l i ­

tros de acetona se agregaron a IoO m ili litros  ael medio (des­

armo anteriormente), oonteniendo 60 miligramos de iwesn 40 

al tiempo de inocular con sopores con BH 176. Después de 72 

horas se habla efectuado la conversión oompleta y aproxima­

damente el So $ de la transformación fue en l l -a l fa -h id ro x i -  

progesterona (compuesto U - I I I ) ,  como se comprobó mediante un 

oromatograma de papel 549 40P  ̂ utilizando pare demostrar el 

aprovechamiento de la progesterona un sistema disolvente de 

oarbitol-metiloialohexano y otro sistema de tolueno-propile- 

nogliool para comprobar el grado y el tipo de la  trsnsíorma- 

oi ón.

Bjemplo 8 »

Oxidación de progesterona (266 HOM 199 COI).

Un cultivo de BE 176 continuado con aireación du­

rante oinoo di as en 150 m ililitros del medio se incubó, des­

pués de agregar 150 miligramos de progesterona en tres m ili- 

l i t  ros ue acetona, sienuo la concentración de un miligramo por 

m ili l it ro .  Después de 52 horas no quedaba progesterona y s® 

había oompletado la  transformación en los compuestos ü -I  y 

U - I I I , siendo la  conversión en U -I I I ,  11-alfa-hidroxiproges- 

terona, de unos 50 como se comprobó por el oromatograma de 

papel 565 MIU 21, utilizando para demostrar el aprovechamien­

to de la  progesterona un sistema disolvente de oarbitol-metili 

oi elohexano y par^ aecarminar el grado y el tipo de la  trans-
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formación un sistema de propilenoglicol-tolueno.
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Ejemplo 9#
Oxidación ae progesterona (266 HOM 206 PB, 279 BJM 198, 

529 EBO 60)*
pe modo análogo, un cultivo de BH 176 continuado 

durante 41 ñoras ae aireó durante 50 horas con un gramo de pr í 

gesterona, incorporado en 40 m ililitros de acetona y por ex­

tracción del iiouiuo da lerme.u'j&oion y ce los micelios se ob~ 

tubo un rendimiento da 47 £ de 11-alfa-hidrexiprogesterona 

(compuesto u—I I I ) * iSl rendimiento en compuesto dihidroxi (U -I )  

fue de unos 26,5 por ciento, habiéndose determinado loa ren­

dimientos después ae 1&. separación por cromatografía en una 

columna de alúmina y antas de la reoristalización. Estos pro­

ductos se recrístaiizaron por el procedimiento del ejemplo 1 

para obtener elevados rendimientos de loe dos compuestos#

Ejemplo 10»

Oxidación de progesterona (266 HOM 212/500 B)#

300 miligramos ele progesterona en unos iras m i l i l i ­

tros ae acetona se incorporaron a 150 m ili litros  de un culti­

vo de RE 176 continuado durante veinticuatro horas y el culti 

vo se aireo durante 24 horas. la  conversión de progesterona 

en 11-alfa-hidroxiprogesterona (compuesto U - I I I )  fue próxi­

mamente de 60 %>, corregido por lo que respecta a la progea- 

terona no transxormada, se ueterminó por el cromatograma de 

papel 549 3HE 44Plt  un rendimiento total de unos 57 $>, emplean­

do pare aesoucrir la progesterona un sistema disolvente de

carbitol-metiloiolohsxano y para dixerenciar los productos

i
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de la conversión, un sistema de toluano-propilenogliool. 

Ejemplo 11«

Oxidación de progesterona (266 HCM 199/SOO T).

Se repitió el anterior ejemplo empleando 150 m i l i l i ­

tros del meaio, inoculando oon HH 176 y agregando SCO miligra­

mos de progeeterona sn tres m ili litros  ae acetona» La concen­

tración era üe dos gramos por l i t ro  del medio, ¿un después de 

72 ñoras pudo compro darse mee i anís el oromatograma de papel 

249 SHE 44J?2 y observando el crecimiento a el cultivo, que la  

progesterona agregada podía seguir transformándose, pero fu» 

los rendimientos en u -I I I  y U-I eran más pequeños que ae ordi­

nario* Le igual modo, la adición ae progesterona al medio de 

oultivo, a) al tiempo de la  inoculación primera del medio con 

RH 176, b) 24 ñoras después de la inoculación, y c) cinco días 

después ae la inoculación del medio, no originó variación im­

portante en el uipo o clase ae loo compuestos producidos, ex­

presamente computándose en todos los casos la  presencia ae 

diñidroxiprogestarona U-I y 11-alfa-ñidroxiprogesterona U -III*

Ejemplo 12*

cultivo de RE 176 continuauo durante 24 ñoras y se obtuvieron 

algunos compuestos nuevos oxigenados en posición 11, como pu­

do comprobarse por el oromatograma de papel según Zaffsroní 

empleando como rase estacionaria éter aietileno-glicolmonoetí- 

l ico , y como tase móvil, metilo!eloñexano (S62 MIU 22).

Oxidación de ll-desoxicorticosterona (256 HCM 204 DR). 

Se repitió el procedimiento del ejemplo i  oon un
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Ejemplo 13.

Oxidación de 3 -hidroxipregnano-20-ona en la  posición

11.
jjel mismo modo que se na indicado anteriormente para 

oxigenar la  17-alfs-hidroxiprogesterom en lá posición 11 del 

naaleo asteroide, se oxigenó la  3-hidroxípregnano-20-ona en la  

posición 11 del núcleo exponiéndola s. Ir acción del cultivo de 

EH 176, ana raza ue Hhizopus arrhizus.

Bjemplo 14.

Oxidación de ios asteroides en le posición 11.

¿¡el mismo mono que se na indicado anteriormente en 

los ejemplos precedentes, se oxidaron en la posición 11 los 

siguientes asteroides, habiénuose señalado en el siguiente cua­

dro los astos exactos >

Ensayo 

Crgsni amos

.Duración .ael cultivo* 

latero!de;

Cantidad de es tero!de 

Cantidad ael medio;

Duración reacción;

¿266 HCM 214

EH 176 ühizopas arrhizus 

24 horas

17-h1droxiprogesterona

1 g en 60 om® de acetona

4 l i t ro s ,  pn 5,9 después de 
la esterilización, pff 3,9 
después de la  reacción

¿¿4 horas con aireaoión

Besultauos (por cromatografía);

Tres componentes principales, aoa más rápida­

mente móviles que U-I, y uno aoinoi dente posiblemente oton ü - I .  

Todos tres en cantidades aproximadamente iguales. Un cuarto

«mpoasnte p e ,a « l0 ootre U -I . iodos loo com ponente anái0g03
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a los producidos de progest arona. No quedo 17-hidroxiprogeate- 

rons« Sistema disolvente propilenogliool-tolueno (349 SHE 35) 

utilizando una mancha de 300 gamma. EL cromatograma de papel 

de la  manaba da 150 gamma de la fracción Al^Og señala en el 

extracto crudo 3 componentes principales, uno en posición U -I, 

dos más rápidamente móviles que U-I y un componente pequeño 

de movimiento más lento que U-I. Una separación parcial de los

tres materiales puede apreciarse en la  columna Al O .
2 3

Ensayo j 

Organismos; 

Duración cultivo* 

Est ero i de*

Cantidad asteroide* 

Cantidad medios 

Duración reacción*

255 HOM 213

RH 176 Rhlzopus arrbizua 

24 ñoras

17-bidroxi-ll-desoxioortioosterona  

1 g en 60 om̂  de acetona 

4 lit ros

28 horas con aireación 

Resultados (por cromatografía):

Todo el compound 3 se consumió en 28 horas. A las  

16 horas quedaba aproximadamente un teroio de 3. Unos 25 f, de 

la  transanrmaoión en la región y algunos compuestos más 

próximos al origen que i .  Sistema disolvente propilenogliool- 

tolueno. El oromatograma de papel de una mancha de 160 gamma

croma-

tograma del extracto crudo demostrando qus el componente prinj» 

oipal es distinto al S y que es un material que se mueve más 

lentamente que el compound 2’ (349 SHE 32).

(S)

de una fracción del cromatograma^Al.A, ooinoide con el o¿ ó
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3» Ensayo:

Organismos* 

Duración oultivo: 

Bsteroide:

Cantidad asteroide: 

Oantiáad medio:

¿65 ÍIQM 198 HP2 

RH 176 Rhiuzopus arrhizus 

48 horas

17-hí droxiproge s t erona

2 mg en 0,1 om® de acetona

0,01 l it ro s ,  pH 4,05 después de 
la  reacción

Duración reacción: 44 hores con aireación.

Resultados (por cromatografía):

Sistema disolvente propilenoglicol-tolueno. Oinoo 

componentes, tres grandes y ctos pequeños. una pequeña canti­

dad uel material se mueve incluso más lentamente que la d ih i-  

droxiprogeeterona (U - I ) .  Une cantidad maula del cual parece 

ser U-I • Grandes cantidades de des materiales se mueven algo 

mas rápidamente que U-I* Is te  oromatrograma confirma al ensa­

yo anterior ¿66 HQM 214 (249 SHE 22).

4. Ensayo:

Organismos: 

Duración cultivo* 

Estero!de:

Cantidad asteroide; 

Cantidad medio: 

Duración reacción»

266 HCM 187

RH 176 Rhizopus arrhiaus

2.7 horas

androstendiona

1 g en 60 arrP aoetona

4 litros

64 horas con aireación 

Resultados (por cromatografía):

Sistema disolvente, propilenogliool-tolueno. Toda 

la  andró st endi ona se convirtió en tres sustancias (326 MIU 62¡) 

todas más polares que la progesterona* El oroaatograma AlgOg

mlit
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10 (826 MIü 79) dQmu.estira la presencia de tres fracciones, 

la  fracción ü dio cristales con punto de msion 205-208, Que 

conservaban los grupos alono y coto, oomo se demostró por el 

análisis u ltravioleta.

Ensayo:

Organi smos; 

Duración cultivo: 

Esferoide;

266 HGM 209 SU.

RH 176 Rhiaopus arrhlzixs 

46 horas

acetato de ll-desoxi-17-hiaroxi-  
corticosterona (acetato 3)

Cantidad asteroide; 

Cantidad medio: 

Duraoión reacción:

1 g en 60 om® de acetona 

4 l it ro s ,  a l final pH = 8,85 

49 horas con ai reaalón • 

Resultados (por cromatografía):

Sistema disolvente propilanogliool-tolueno. Una 

sustancia que se mueve un pooo mas lentamente Que la 17-hidro 

adoortioosterona. 'lambít>n alguna en la  reglón de ll-desox i— 

cortioosterona. (849 SHE 81).

266 HOH 178 E 

RH 176 shiaopus arrhizus 

24 horas 

ergo ate ro l

¿¿10 mg en 25 cmP acetona 

1050 cm5

52 horas con aireación. 

Resultados (por cromatografía):

800 miligramos de material sólido extraído del

6. Ensayo:

Organi smos:

Duración cultivo; 

Esteroide:

Cantidad etiaroide: 

Cantidad medio; 

Duración reacción:

líquido de fermentación. Mas soluble en metanol que el
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rT**i«E/yiwm™
ergoeterol,

Ensayo:

Organl sujos s 

■LUirsción cultivo* 

Estarcida:

Cantidad asteroide; 

Gantidao. madio*

Duraalón reaación:

265 HOM 198 M 2 

nH 175 Rhizopus arrhiaas 

48 iioras

acetato de il-áesoxicorticosterons 

2 mg 

10 am'

44 ñoras con aireación

J3

Resultados (por cromatografía):

Sistema disolvente, propilanoglicol-tolueno» Seis 

oomponentes* 12,5 encima de la  posición de j¡> (mas cerca ael 

principio), 1,5 ip en le posición de ff, 6 por üajo de la  po­

sición de jj-, 2,5 •<p en lo. posición de E, 37,5fo por bajo de 3» 

40,5 <fi por bajo B pero encima de 3» ICO f> de transrorraaclon. 

Se consumió toda la  11-desoxicortioosierona, comprobación por 

el sisi<eme. carbitol-metiloiolohexano (349 SHE 21)»

8 . a n s sy o :

Organismos • 

Duraoión cultivo; 

Esterólas;

Ce nti aa a e & u« r oi d e • 

cantidad memo: 

curación reacción:

266 HOM 198 D2

RH 176 Rñissopus arrnizus

48 ñoras

ll-dasoxicorticosserona  

2 mg 

10 onf.8

44 ñoras con aireación 

RasuliíüuOa (por cromatografía):

S i s t i n s o l v e n t e ,  propilenogli col-tolueno, Apro­

ximadamente el V6 u/o ce ir axis formación» seis componentes» 10 y 

de un componente con movimiento máa lento que r , 1,5 f, en
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posición ue 0,5 p  con movimiento algo más rápido <$ue P,

2.,5 fi en posición de 1, 30 $ de tin compuesto que se mueve por 

tajo de B, 31 $ de un compuesto que ae mueve mas por debajo E, 

pero por encima 3* (266 3KE 21).

9 • Bnsayo ;

Organismos:

Duración cultivo; 

Esteroides

Cantidad asteroide; 

Cantidad meaio; 

Duración reacción;

266 HOM 198 3-2

BH 176 Bhizopus arrhizus

48 horas

11-desoxi-1 7-hidroxi cort i oos tero 
na { S)

2 rng
310 ota

44 horas con aireación

Resultados (por cromatografía);

¡Sistema disolvente propilenogliool-tolueno. Cinco 

componentes. 13 p  de transformación* Aproximadamente 13 p  por 

enoima de p, 1,5 p  en la  posición de p, 2,5 p  en la  posioión 

de % y  unas trazas por bajo de 3. (349 SHE 25).

10. Ensayo;

Orgenismoa• 

Duraoión cultivo;

266 ECM 198 34

BH 175 Bhizopus arrhizus

48 horas

Bsteroide;

Canti dad es c eroi de 

Cantidad medio;

11-desoxi-17-hidrosl cortieoste- 
roña (3)

2 mg
»  | ►

10 onr + 10 mg Tween 40 en 0,1 onr 
de etanol

Duración reacción; 44 horas con aireación 

Resultados (por cromatografía);

Sistema disolvente propilenoglicol-tolueno, 13^  

aproximadamente de transformación y rendimiento. 10 p  por

¡iMiá
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anoima da F, 1,6 c.* en la  posición de I1, 1,5 próximamente en 

posición de E y unas trazas por bajo de E. (349 SEE 26).

11. Ensayo•

Orgauí s raos : 

Duraoión cultivo* 

asteroide %

Cantidad asteroides 

Cantidad meció:

Duración reacción:

266 HOM 193 SA4 

RH 176 Rhiaopus arrhizus '

48 ñoras

aoetato de Il-desoxi-17-hidroxioor 
tiooeterona (acetato 3)

2 mg

10 om̂  -f 10 mg Tween 40 en 0,1 om!
de etanol

JS

44 horas con sireaoión 

Resultados (por cromatografía):

Sistema ai solvente, propilenoglicol-tolueno. 10 $ 

de conversión. Unos 7 •$> por encima de jo, 1,5 $ en la  posición 

da F, unos 0,4 f¿ en la posición de E, 0 ,4 ^  por bajo de E.

(349 SHE 25).

12. Ensayo:

Organismos:

Duraoión cultivo* 

Sst ero i de*

266 HOM 217 MuS

Muoor Macado (tipo cultivo ameri­
cano nfi 9836)

2,4 horas

11-d es oíd-1 7-hi droxi oorti a o st ero- 
na (3)

Cantidad es tero i de i 

Cantidad medio: 

Duración reacción*

50 mg
„3150 cm*

20 horas con aireación 

Resultado (por cromatografía):

Sistema aisolvente, propilenoglicol-tolueno. Con la  

corrección del 33 <f> proxte. del 3 que no reaccionó, se obtuvo

23 de un compuesto con movimiento algo más rá p id o  que g ,
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un 26 ya de un compuesto con movimiento mas lento que x,; y unos 

5 en la  posición da f * (2f9 13HE 48)»

Ejemplo 15»

Oxidación de asteroides en la  posición 11 (266 HOM

219). ,

cQC m ili litros  del meaio ae cultivo usual, conte­

niendo a 5'í) de "Edamine", 5 fó de dextrosa y el líquido de mace 

ración de maíz con un pH de 6,5, se inoculó con esporas del 

organismo RH 176 (raza de Rnizopus arrhizus) y se agitó du­

rante 24 lloras con aireación* De este medio de eultivo sa in- 

trodujeron muestras ae 20 am cada una en frascos estériles  

de 100 m ili litros  y a cada una de estas muestras se agrega­

ron aproximadamente 6 miligramos de los siguientes asteroides 

disueltos en un máximo de 0,2 m ililitros de acetona para ob­

tener una lina suspensión del esferoide en el medio de culti­

vo* Después d8 24 horas se extrajo el contenido de los iras­

cos para determinar los cambios mediante cromatogramas de 

papal. El siguiente cuadro señala los asteroides tratados y 

las referencias a los cromatogramaa de las ligaras adjuntas*
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Ssteroide Frasca *plí final _ uroma tograma

1. Androau enuiona m 5, 75 549 SHE 70-5

&* (joles t anona ÜR 4,12 549 3IIEJ 70-2

s. ¿irgoü u bx-ona OR S,9 549 SHE 70-1

4. iSrgosterol m 5,6 549 SFE 70-4

5. Aoetato ue 21-aceto- 
xi pr egn enolona APA ¿>,75

6. Acétalo a a pragne- 
nolona

FA 5,9 ♦iüxaotameube antes 
ue la  extracción

7. Estigmast&aienona 8 2.+

8. iáis-óxiuo a el saucto 
de ann.ivi.xiuo maléico 
a aehidroergosi arol AF ¿>,85

9. Aduuio a el aniai árido 
maléico a xa 5-aceto- 
x i -5 ,7 ,9 - (11)-pregna- 
trien-üO-ona ¿.OL 5,8

najos oompuestos 39 oxigenaron todos en la  posición 

onos del núcleo asteroide por la  acción de HE 176.

Ejemplo 16»

Oxidación cte progesterona en la  posición once (266 

HOM 220 ¥ ) .

Un m ili l it ro  de una suspensión de 10 m ililitros sa­

lina de esporas da un cultivo inclinado de HE 176 (rasa fíhi- 

20 pus arrhiaus) se empleó pare inocular 150 m ili litros  del 

caldo estéril usual de "edamine", glucosa y agua de ¡¿laceración 

de maia, y agua de cañería. Después de ¡¿4 lloras de agitación, 

se emplearon 5 m ili litros  del cultivo para inocular 150 m ili­

lit ros  de un medio estéril con la  siguiente composición* O 55
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gramos de fosfato acido de potasio (KHgP04), 1,5 gramos ds ni­

trato amónico (EH N0W), 0,25 gramos de heptahiarato de sulfato 

de magnesio (MgSC^TEfgO) completando con agua de tubería hasta 

un l i t ro *  .Después de la esterilización a una temperatura de 

120 grados centígrados, el pn del medio era 4,2.

Después ae un periodo ue ai reación de 24 horas, que 

dio por resultado un fuerte crecimiento, se agregaron al cul­

tivo 50 miligramos de progesterona, empleando 2 m ililitros de 

mstanol pera disolver el asteroide. Después de otras 24 horas 

de aireación, el caldo de fermentación se extrajo con cloruro 

de metlleno. Según se demostró por los cromatogramaa de tiras- 

de papel (349 SHS 53), la  conversión en 11-alfa-hidroxiproges­

terona (ü - I I I )  y en derivados mée altamente oxigenados era 

considerable, El material extraído (U - I I I )  era de estructura 

cristalina y estaba más débilmente coloreado que cuando se 

utilizó  un medio más cornple 3o.

Ejemplo 17.

Oxidación ae esferoides en la  posición once.

Los organismos empleados se cultivaron en un medio 

conteniendo 20- gramos ae '«edamina% 5 m ililitros de agua de 

maceración de maíz, 50 gramos de dextrosa y agua de cañería has­

ta completar un l i t ro ,  se ajustó al pH a 6,5 y luego se este­

r i l iz ó  a 120 grados centígrados durante aproximadamente 20 mi­

nutos.

Los cultivos se inocularon con cultivos indinados, 

oubiertos de muchas esporas y conteniendo 10 $ de extracto ae 

malta seca y 2 f> de agsr. Los irascos contuvieron generalmente
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30 m ililitros ctel medio oada mío.

Los balones o irascos se agitaron oon aireación do­

rante 24 horas a la temperatura del loca l¡  Luego cierta canti­

dad de los esteroides se incorporó en forma de una disolución 

de 2 <jH> en peso por volumen ds acetona y loa iras eos se siguie­

ron agitando a la  temperatura del local durante otras 24 horas! 

ge emplearon 6 miligramos de es teroide por 3C m ililitros del 

medio.

L» mezcla de fermentación conteniendo la  solución 

del medio de cultivo, el esferoide y los organismos se extra­

jo tres veces can cloruro de metileno, empleando un volumen 

de disolvente Igual el volumen de la fase acuosa. Si extrac­

to se separó en un embudo separador de la rase acuosa, se l a ­

vó oon disolución de bicarbonato sódíoo al 2 'fb y con agua des­

t ilada . El disolvente se evaporó a sequedad y el residuo se 

analizó por croma tograiía de tiras de papel. Los asteroides 

empleados se oxidaron toaos en la posición onae por la  acción 

da los organismos examinados.

El siguiente cuadro IX señala los organismos exa­

minados, los esferoides empleados y hace referencias a los  

cromatogramas de tires ae papel de las adjuntas figuras.
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Cuadro IX

Esteroidas progesterona

Organismos Amerioan
Type Culture 

Collection I r .

Prueba
I e

Qrornatograma

1. Muoor rouxii 4857 V P 6
349 SHE 47

¿i. Muoor gríseo oyanus (4) 1207a Ma/P6 349 SHE 40

2, Muoor gríseo oyanus ( - ) 1207b Mg/Pg 349 SHE 40

4# Muoor iiiemalis var. albua 6800 V p 6
349 SHE 47

5. Muoor níemalis 869C V *6
349 SHE 47

6. Muoor muoedo 9836 Mg/Pg 349 SHR 40

7. Muoor muoedo 9635 M /P„7 6
349 SER 47

8. Muoor muoedo 7941 1£ /Pc '8 6
849 SHR 47

9. Rhizopus nigrioans 10404 l^/Pg 349 SER 47

10. Rhizopus nigrioans 7577 V P 6
349 SHR 47

l l .  Rhizopus nigrioans (4) 622.7a V *6 349 SHR 40

ia «  Rhizopus nigrioans ( - ) 6227b V P 6
349 SER 40

13. Rhizopus chinensis ( - ) 1227b V r 6 349 SHR 50

14. Rhizopus japonioua 8446 V P 6
349 SHR 47

15. Rhizopus oryzae 10260 V P 6
349 SHR 50

15. Rhizopus oryzae 93 63. V P 6
349 SHR 50

Esteroidej 11-desoxi oort i oost erona

17. Muoor rouxii 4857 V " 0 0  6
349 SHR 50

18. Muoor gríseo oyanus (4) 1207a Mg/DOCg 349 SHR 50

19. Muoor gríseo oyanus ( - ) 1207b vz /vo<¡6 349 SHR 50

j ôa oromatogramas da papal demuestran que la  11- 

desoxiaórticoso erona se iis convertido en los IToonipounds,r B y J1
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phyoomyaes blakesleesnus, theobromstus; Adsidia glauoa; 2 y— 

gorhynchut moelleri, heterogamus; y ^mephalus nodosa.

Bjampio 18.

Oxidación da progee terona empleando filtrados del 

líquido ue fermentaoión de Ha 176 (5 4 9  SKI 41).

Un cultivo da fih 176 continuado durante 72 horas 

se ü l t r ó  p ea  obtener 160 m ililitros de filtrado del oaldo de 

fermenta oion oon un pH 4,1* SI micelio se trituró en un mezcla­

dor «waring" oon una solución de 0,9 f> de cloruro sódico duran­

te 15 minutos y se centrifugó para obtener 100 m ili litros  de 

líquido soorenadante, que se dividió en dos porciones iguales. 

Una se nejó a pff 4,65 y la  otra se ajustó a pH 6,76 oon disolu­

ción sernimolar de :ís¿HPC4* B1 residuo de micelios junto oon la  

sal agregada se coloco en una botella o matraz separado, á oada 

matraz, ae agrego progesterona (50 miligramos a'cada, m ili litro  

de aoetona) oomo sigue*
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Fracción Progesterona agregada

3  I s l í q .  sobrenadante oon pH 6r76 30 mg

3 l i s  *» " oon pH 4,65 30 mg

E s residuo mioelial 60 mg

BF * filtrado no ailuído de isrmenta-
oión oon pH 4,1 30 mg

Loe matraces oon tapón de algodón se agitaron du­

rante 17 horas, a la temperatura del looal y se extrajeron oon 

oloruro de metlleno oomo en el ejemplo 1» Los orornatogramas 

de papel de algunas porciones alícuotas de 320 gamma da aste­

roides, obteníaos empleando el sistema disolvente "carb ito l"-  

ma t i l  o i ol ohe xano, demostraron que 3 I  dió una conversión muy 

pequeña en compuestos más altamente oxigenados, 3 I I  dio una 

conversión considerable y BF una conversión todavía mejor, pe­

ro que los residuos de micelios dieron una conversión completa*

Bjemplo 19»

Oxidación de 'll-alfa-hidroxiprogesterona (266 HCM

229).

20 mili grataos de l l -a lfa -h id rox i progesterona (U - I I I )  

119Q Q-BS 244B( se agregaron a 15C m ili litros  de un cultivo du­

rante 48 horas ae Rh 176 (Rhizopus arrhizus) en el medio l í ­

quido usual de dextrosa, "edamine" y líquido da maoaraoión de 

mala y se continuó la  aireación durante 22 horas» Los materia­

les  se extrajeron con cloruro de metileno del modo indicado 

en el ejemplo 1* Los orornatogramas de papel (349 SHU 72) de­

mostraron que la conversión se realizó en el compuesto dihi-

droxi (U -I )  y en un segundo compuesto que también se obtiene

míi
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por conversión da la mi acia progasterona y que aparentemente 

as un producto más oxigenado de 1 1 -alfa-hidroxiprogesterona»

La 11-alfa-hidroxiprogesterona (u -H i )  y la  dihi- 

droxiprogesterona (U -I ) pueden convertirse en loa correspon- 

fii antea mono- y diaailoxi-derizados, como sa íia indicado en 

él ejemplo 1 , por los métodos cié ailación oonooidos, por 

ejemplo mediante reacción con un anhídrido ácido o cloruro aói- 

do conveniente, en un ai solvente orgánico, p. e j .  píridina o 

similares. Oomo representantes de esteras de la 1 1 -alfa-hidrox: 

progesterona fü - I I I )  citaremos los derivados formoxi, acetoxi, 

propionoxi, butiroxi, valeroiloxi, hexsnoiloxi, heptanoiloxi, 

octanoiloxi, benzoiloxi, toluoiloxi, naftoiloxi, ciolopenta- 

no ilox i, aiclohexanoiloxi, los esteres monobásicos del grupo 

hidroxi en la  posición 1 1  con ácidos malonioo, aucelnioo, glu- 

tarico y adipínioo y símil; res. Los mismos ui esteras o simila­

res pueden prepararse de la  dihidroxiprogesterona (U - I ) ,  como 

también loa esteres oíolioos de los dos grupos .hidroxi oon 

los inaicados ácidos dicarboxílíeos. Los grupos aoilo pueden 

también oontener sustituyentes no reaccionantes, como halóge­

no, grupos hidroxi, metoxi o similares.

. Otros microorganismos se ha oomprobado que pueden 

utilizarse  en la  oxidación de asteroides, comprendidos en los 

l l -desoxisteroides, aunque no han de producir necesariamente 

los mismos resultados que los hongos del orden Muoorales, oomo 

son diversas especies de Penioiilium, por ejemplo P-100, As- 

p e r g i l l i , por ejemplo Aspergillus niger, Ueurospora sitophila, 

Haurospora orassa, Oospora lactis , Polioporus abietinus y es-

pedes similares da los géneros citados*

4
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Ejemplo 20.

Oxidación del acetato as aes-oxicorticosterona (DOCi ) • 

Sn un recipiente de fermentación de -vidrio ae 5 l i ­

tros de capacidad, pro-visto con un agitador, 8 l it ro s  ua medio 

aditivo (dextross 50 g», agua de maceraaión de maiz 5 g. pepto- 

na, obtenida a partir de caseína 20 g . ,  agua destilada 10 0 0  o* 

o .) fueron inoculados con esporas del hongo Rhizopus nigrioans 

Ehrenberg (determinado según H» Zyoha, Kryptogamenflora der 

Mark Brandenburg, tomo y I  a ( Eilze I I ,  Mucorineae) Leipzig,

1939, y s. Lindan, Die mikroskopischen P ilze , (Berlín 1922))»

Los cultivos ae partida para la  inoculación tenían cada vez

5 dias ae edad y fueron ¡cultivados previamente sobre extracto 

de malta con agua de rfficeración de maiz (oultivo indinado de 

agar) • por el medio* da oultivo inoculado xué conducido bajo 

agitación a 24c 0. aire estér i l con una rapidez de SCO lit ros  

por minuto* Para evitar la formación de espuma fueron añadidos

6 o.o* de aceite ae esperma» Al cabo de 24 horas de crecimien­

to se añadieron 1,5 g. da acetato ae desoxicorticosterona (BOCA), 

disueltos en 7,5 o.o* de aloohol bencílico, y después se agi­

to durante otras 24 horas con el mismo aireo, para la  obten­

ción del producto ce reacción se sacude el contenido del re­

cipiente de lermeutaoión tres veces con un total da 4 lit ros

de cloruro de metileno. El cloruro de metileno se lava dos ve­

ces con 500 o*o* de solución de bicarbonato de sodio al 2  ^ 

cada vez y luego eos veces con 1 l i t ro  ce agua cada vez, a 

continuación se lo somete a una destilación, quedando un re­

siduo oleoso. Para eliminar los restos ae agua se vuelve a

mezclar el residuo ae destilación con cloruro de metileno, í
i
i
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saparando el último por destilación*

Para ae terminar el renal miento ae los productos de 

rea cu ion xuó pesado el r es i dúo tota l. Una par t e pesada xuá 

di suelta en un ■volumen conocido de cloro tormo, una porte .a lí- [ 

ouota se transmite mecíante una Jeringa miorometro solare papel 

impregnado con glioo l de propileno (3ch.leioh.er & Sohftll No*

2042 b) y se somete con tolueno a una oromatograíía deaoenuien4 

te. Ls BOGA no alterada se mueve muy rápidamente en el papel 

(más o menos en el limite del tolueno), mientras los produotos 

de oxidación quedan muy cerca ae la  manota de partida» L®s sus- 

tanoifes an las manabas se hicieron v is ib les y se ae terminaron 

por «1 tratamiento del papel secado con cloruro ae t r i fen i l -  

tetrazolio ala a lino (solución al 2 con el mismo volumen óe 

aoluoión de niarato ue sodio 1  n) y ct 1 entamiento siguiente a 

45e en la  es tula ae a ire , nespués se lava al papel con agua y 

ae vuelve a secarlo. Las manchas rojas, que se forman con sus­

tancias reduotoras se pueden ahora cortar,, separar por lavado 

oon g lico l de metilo y determinar oolorimetrioemente* para f i ­

nes de comparación se trazó una curva de titulación oon BOCA 

oon ta l que se transmitieron ciertas cantidades de esta sus­

tancia sobre papel y se sometieron al mismo tratamiento que 

el papel del aná lis is . La extino ion da manchas, las cuales se 

habían obtenido oon cortioosterona, era más o menos la  misma 

que la  de la BOCA, por lo tanto basta emplear BOGA como sus­

tancia de titulación. Para mayor seguridad ae preparó oada 

oromatograma de papel tres veces, tomando el valor medio de

los resultados
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Por las det erminnci ones del produoto oxidado, efec­

tuados según este método, se obtuvo un rendimiento de 60 -  70 $ 

de la  D00& empleada»

luego, los preparados da reacción fueron aislados 

en forma anímicamente pura» Para este f in  se disolvió el acei­

te obtenido en una meada de benceno y éter de petróleo ( 1 *1 )

y la  solución fu l cromatografiada en 25 g , de Al O ácido, las
2 8

diversas fracciones se aislaron del modo usual con los agentes 

de benceno, éter y cloroformo.

la  fracción principal se encontraba, en las solucio­

nes de cloroformo. S i producto crudo estuvo cristalizado ya, 

pesando alrededor de 0,5 g. del cual sa pudo a is la r  por crista­

lización con áster acético y éter (1,5 ; 5) la  11-eptoortioostero- 

na. punto de fusión 159c (con); = + 1 4 9 c ( an ester aoá-

t ia o ).  la  sustancia no produjo ninguna depresión del punto de 

fusión con epi-corticosterona obtenida por síntesis', los es­

pectros ultrarrojos de ambas sustancias fueron idéndicos.

leba entenderse que e l invento no se limita a los 

detalles exactos de operar ni a los compuestos exactos ilus­

trados y descritos, ya que cualquier persona entendida en la  

materia puede introducir modificaciones fáciles y equivalente» 

y por consiguiente el invento solo podrá limitarse por el a l ­

cance de las siguientes reivindicaciones.

¡ÉlfiÉüt!
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A

ia  presente patmte de intención comprende las s i­

guientes reivindicaciones;

1 . -  Un procedimiento para 1® producción de un aste­

roide oxigenado, el cual está oxigenado, por lo manos, en la 

posición once del nuoleo del asteroide, caracterizado por la  

operación de exponer un estarcida no oxigenado en le posición 

once a la acción de enzimas oxigenantes producidas por el des­

arro llo  de una especie de hongos del orden de los Mucorales.

2 *- Un procedimiento para la produooión de un as­

teroide once-oxigena do, caracterizado por la operación de ex­

poner un asteroide que contenga un grupo onoe-metileno en con­

dicione© aerobias a la acción de las enalma© oxigenantes pro­

ducida© por el desarrollo de una especie oxigenante de hongos 

del orden de los Muco ral es •

S — Uh procedimiento para 1»  producción de un este- 

rolde onoe-oxigenedo, caracterizado por la operación de expo­

ner un asteroide que contenga un grupo once-metileno a la ac­

ción de las enzimas oxigenantes producidas por el desarrollo 

de una especie oxiganante de hongos de la familia de los Mu- 

ooraoeae.

4 .-  ün procedimiento para la produooión de un aste­

roide once-oxigenado, caracterizado por la operación de expo­

ner un asteroide que contenga un grupo onoe-metileno a la ec- 

ciÓn de las enzimas oxigenantes producidas por el desarrollo
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fie une especie oxigenante fie hongos fiel género fie loe Rhizopus.

5 . -  Un procedimiento para la profiuooión fie un este- 

roifie once-oxigenado, caracterizado por la operación fie expo­

ner un asteroide que contenga un grupo onee-metileno a la  ac­

ción fie las enzimas oxigenantes producidas por el desarrollo 

de una eapeoie oxigenante fie hongos del género fie los Muoor*

6 . -  un pro cedimiento para la producción fie un este- 

roifie once-oxigena fio, caracterizado por la  opere ción fie expo­

ner un asteroide que contenga un grupo onoe-metileno a la  ac­

ción fie las enzimas oxigenantes producidas por el desarrollo 

fie una cepa fie hongos oxigenantes fie la especie fie los Rhizo- 

pus arrhizus.

7. -  Un procedí miento para le producción fie un aste­

roide once-oxigena do, caracterizado por la  operación de expone* 

un asteroide que contenga un grupo once-metileno a la acción 

de las enzimas oxigenantes producidas por e l desarrollo de una 

capa oxigenante de la especie Mucor muoedo#

8 .  -  un procedimiento para la producción de un aste­

roide once-oxigena do, caracterizado por la  operación de desa­

rro llo  aerobio de un cultivo da una especie de hongos oxige­

nantes de 1® familia de los iiuooraoeae, y la  exposición de un 

asteroide que contenga un grupo once-metileno a la acoión oxi­

genante de las enzimas producidas por el cultivo mencionado*

9. -  un procedimiento par® la proaucoión de un aste­

roide onoe-oxigenado, oersoterizado por l®s opersciones de desa 

r rol lo aerobio de un cultivo de una especie de hongos oxigenan-! 

tes de la familia de los Muoorsoeae sumergido en un medio nu­

tritivo  adecuado, y la  exposición de un asteroide que contenga

*
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oq grupo once-m etileno  a l a  a so lón  oxigenante  d e l  c u lt iv o  

mencionado, con a i re a c ió n  y a g i ta c ió n  de l a  mezcla reacc ionan ­

t e .

10.- Un procedim iento para  l a  producción de un as­

t e ro id e  onoe-ox iganado , c a ra c te r iz a d o  por l a s  operaciones de 

d e s a r r o l l o  ae rob io  de un c u lt iv o  de una e sp ec ie  de hongos o x i ­

genantes de la  iami l i a  de lo s  Muoorsoeae en un medio n u t r i t iv o  

adecuado, y  l a  exp os ic ión  de un a s te ro id e  que contenga un gru ­

po onc e— mst i leño a l a  acc ión  oxigenante  de la s  enzimas produ­

cidas por e l  c u lt iv o  mencionado, y ex tracc ión  de l e s te ro id e  

oxigenado de l a  mezcla re a cc ion an te .

11— Un procedim iento  pera l a  producoión de un as­

t e ro id e  once-ox iganado, c a ra c te r iz a d o  por los  operaoiones ds 

d e s a r r o l lo  ae rob io  de un c u lt iv o  de una espec ie  de hongos 

ox igenantes  de géneros  se lecc ionados  d e l  .grupo que forman lo s  

Rhizopus y lo s  Mucor en un medio n u t r i t i v o  adecuado, y  l a  ex­

p o s ic ió n  de un e s te ro id e  que contenga un grupo onoe-m etileno

a l a  a coion ox igenante  de l a s  enzimas producidas por el culti­

vo mencionado, y ex t racc ión  d e l  e s te ro id e  oxigenado de l a  mea­

d a  r e a c c io n a n te •

12.- Procedimiento según la  reivindicación 11, ca­

racterizado porque el esteroide in ic ia l es la  progeaterona.

12— Procedimiento según la  reivindicación 1 1 , ca­

racterizado porque el esteroide in ic ia l es la 17-hidroxipro- 

gesterona.

14— Procedimiento según la reivindicación 1 1 , ca­

racterizado porque, e l esteroide in ic ia l es la  l l -d esox i-1 7 -  i
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hidroxioortioosterona# (Gompound s)

i 1 5 .- procedímiento según la reivindicación  11, oa-

| racterizsdo porque e l asteroide In ic ia l es la  11-desoxioorti- 

ooaterona.

j |  16#- procedimiento según la  reivindicación 11, oa-

j r a oteriz®do porque se parte de la  S-hi dr oxipregnano-20-ona. 

j|  17 — Procedimiento ;* ra  la produooión de una

onoe-hidroxlprogesterona, caracterizado porque las operaciones
i

de desarro llo  aerobio de un cultivo de una cepa de Bhi zopas 

arrhizus, y la exposición de la  progesterona a la  aooión oxi­

genante de las enzimas producida® por e l cultivo mencionado# 

j 1 8 . - un procedimiento para la producción de una

jj 11-alfa-h idroxiprogesterona, caracterizado por las operaciones

ae desarro llo  aerobio de un cultivo de Bhizopus arrhizus en un
¡I

medio nu tritivo  adecuado, y la exposición de la  progesterona 

a la  acaión oxigenante del cu ltivo mencionado*

1 9 .- un procedimiento para la  produooión de un 

asteroide once-oxigenado, caracterizado por la  fermentación 

aerobia de un substrato de contenido nutritivo  y que contiene 

| un esteroide provisto de un grupo once-metileno mediante un

I desarro llo  sumergido de una especie oxigenante de hongos de la
¡
| fam ilia de los Maooraoeae, en presencia, dentro del medio, de j 

un gas que contenga oxígeno#

20«- Un procedimiento para la  producción de un este-’ 

ro lde oxigenado por lo  menos en la  posición once del núcleo 

esteroídicto, caracterizado por las operaciones del desarro llo  

aerobio de un cultivo de hongos del orden de los Mucorales, y

ÉMÜt
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1 © exposición de un asteroide que contenga un grupo onoe- 

m otilen o a la acción oxigenante de dicho cultivo.

21.- Un procedimiento para la producción de este- 

roides oxigenados, caracterizado porque se oxigena un esteroi-

de por medio de una cepa oxigenante de un hongo del orden Ma- 
oorales.

£2.- Un procedimiento, oarsoterizsao porque se pre­

para ,1 oompuesto IValfa-hidrortprogesterona que oorreepona,
a la siguiente fórmula;

10

16

20.- Procedimiento para introducir oxígeno en un 

asteroide, caracterizado porque en condiciones aerobias se 

cultiva una rasa oxidante de una especie de hongos del orden 

Muooreles sobre un terreno de cultivo que contiene nitrógeno y 

carbono asimilables además del carbono del esteroide, se so­

mete s la acción oxidante de este cultivo un esteroide con 

Hasta 22 átomos de carbono inclusive en el esqueleto C-C y se 

separa el asteroide oxidado originado con igual número de áto­

mos C en el esqueleto ü-C que el esteroide de partida.

24.- Procedimiento según lo reivindicado en el pun­

to 23, caracterizado porque el hongo empleado pertenece a la  

fami la Muooraoeae.

2 6 . -  prooedlmiento eegu'n lo r e i , i nt¡U a ( ¡0  >n ^  J
J— l.__ mmm
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| panto 25, caracterizado porque e l hongo empleado pertenece a l  
| genero Ehizopus •
j
l 2 6 -  Procedimiento según lo  reivindicado en el

ponto 2 0 , oara eteriza do porque e l hongo empleado pertenece a 

1® fam ilia Ghoanephoraoeae.

2 7 - prooedimiento según lo  reivindicado en el pun­

to 20, oara eterizado porque e l hongo empleado pertenece a l  

genero Ourminghamell®.

2 8 . -  P rocedía!alto  para introduolr oxígeno en un 

este roída, caracterizado porgue en condiciones « r o b l a ,  se cul­

tiva una reza oxidante de una especie de hongos dei género 

Rhizopue en un terreno de cultivo conteniendo nitrógeno e hite., 

toa da carbono asim ilab les. Se someta a la aoclo'n oxidante da 

.a te  «a lt ivo  un asteroide con una cadena la te ra l de £ átomos 

0 en poaioion 17 y un grupo 11-metlleno, y se a le la  un este - 

rolda 11-oxldado oon Igual números de átomos o en e l esquele- 

to 0-0 que e l esteroide de partida .

2 9 -  Procedimiento según lo  reivindicado en e l pun- 

to £8, caracterizado porgue como esteroide de partida ae em- 

plea progesterona.

5 0 -  Procedimiento segán lo reivindicado en e l pun­

to £8, caracterizado porque e l hongo empleado as Rhizopue 

arrh iaus.

s i -  Prooedlmi alto según lo  reivindicado en el pun­

to £8, caracterizado porque como esteroide de partida aa em­

plea progesterona y e l hongo empleado „  BhlM¡)tts errhlTOS>

S 2 -  Procedimiento según lo reivindicado en el pan-
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i to 28, carácter! zsdo porque el hongo empleado es Rhizopus n i-  

| gricans.

| Procedimiento según lo reivindicado en el mm-
I
¡ to 28, caracterizado porqae oomo esteroide de partida se em- 

| plea progesterona y el hongo empleado ea Rhisopus nigrioans. 

i Z4.~ Procedimiento según lo reivindicado en el pun-

| to 28, caracterizado porque como esteroide de partida se em- 

; Pl0S aoetato 3e deaoxioortiooBterona y el hongo empleado es 
| Rhizopus nigrioans Ihrenberg.
j

! S5‘ -  Procedimiento para introdaoir oxígeno en an

i esteroide, caracterizado porque en condiciones aerobias se 

j cultiva una raza oxidante de una especie de hongos a el géne- 

j  ro Muoor sobre un terreno de cultivo conteniendo nitrógeno e 

hidratos de carbonos asimilables, se somete a la acción oxi- 

! dante a® 0Ste cultivo un esteroide oon un® cadena latera l de 

j 2 átomos a en posición 17 y un grupo 11-metileno y se aísla

| un asteroide 11-oxidado con igual número de átomos C en el

| esqueleto C- 0  que e l asteroide de partida. i

j S6 . -  Procedimiento para introducir oxígeno en un

esteroide, caracterizado porque en condiciones aerobias se 

| oultiva una raza oxidante de una aspeóle de hongo® del orden 

Mucorales en un terreno de cultivo conteniendo nitrógeno y 

carbono asimilables además del carbono del esteroide, se so­

meta a la acción oxidante de este cultivo un asteroide hasta 

oon 22 atoraos 0 inolusive en el esqueleto C-C y se separa ol | 

esteroide oxidado producido.
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<57.- Un procedimiento para 1-*' producción de un as­

teroide oxigenado.

Según-se describe y reivindica en la  presente me­

moria descriptiva y se ilustra con ios oro mato gramas Que a 

la  misma se acompañan.

Consta asta memoria de ochenta y una hojas rolladas 

y escritas a máquina por una sois de sus caras.

t.
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P ro p ilen o g lic o l- to lu e n o  
W ?  ferm entación progesterona 

(300 7*) 266—HOS“199-OC1 y «32
Oontroless
d ih iárox ip rogesteron a  (DHP95.4)

i l_o¡. -H0, proge a t  e roña (-unos

363-MIÜ-21
carb it ol-metilc ic leba «ano
OCllfermentaciones progesterana 
0C2J(500 y*)

Progj control progesterona (80Tf)



Blocenveraion progesterona 

Control

• * »'.«K (

Cont ro l BOC,

1 99253
conversión  progesterona

£66-HOí-21*/3003 y  199/fcOOT 
349-SHE-44P1 y  44P2

prop ileno  g lIc o l- to lu e n o  
Fbefementar- Ion progesterona 

.  (HM-£18'300B) (300 ̂ )
H¡“  fermentación progesterona 

(HOI-199/300TJ (300a*) 
Controles

sll-e (-H 0 ,p rogesterona  (300  
£  ed ih id ro iip roges te ron a  (DHP

95.4 ) ( 3 0 )

266-HCM-204DB y  205 H> 
363-MIU-22
ca rb ito l-m et ilc ic loh exan o  
204DR- ferm entación 11-desoxi- 
co rtico s te ron a  (320 3*) 
DOCacontrol l l - d e a ' ' 1 
roña (64 3*)

ion.trol co rticoa teron a

le s o x ic o r t ic o a te -

PBOG«control progesterona ( 8o « r ) 
205 P P »fem en tac ion  progesterona 
(320/*)

¡3

i



Biocanversión  
17-úí-HO, progestero  na

266-HCM-198 HF2 
349-SHB-22
prop llen o  g l lc o l- to lu e n o  
HP2ofarmentac ion 17-^-HO,pro - 
ges te  ron* (320?*)
Controles:
a ih id rox lp rogesteron a  (DHP 95 .4 ) 

(SO?*)
co rtlcostéran a  (64?*)

B ioconversión  a ce ta to  covp*S

& 66—HCW-209SA 's**349-SHB-31 
pro p ilono g l ic o  1-tolu.eno

209-abiferm entación a ce ta to  compues­
to  S (320 ?*■)
Controles:

Compuesto F (16?*J 
" B (16 í*) 
m S (64 n



1 99253
DOC, BOCA

D2

Bioconveraion
i— Controles 4 ‘ 

DA2J D2 DAS

266-HCSÍ-19B-D2 *  9k2 
349-SHE-fil
prop ilan o g llo o l- to lu e n o

D 2£ll-d .esoxioorticoaterona (320/ ) 
DA2“  a ce ta to  l l -d e s o x ic o r t ic o s te -  
ratia (3 2 0 / )*
Controles t  02
Controles + DA2
Controles; compuesto P (1 6 / )

"  E (1 6 / )
S (6 4 / )

co rtico s te ron a  (64 / )

266-HGK-198 S2 y SA2 
349-SHB-25
prop llen o  g lic o l- to lu e n o

S2» ferm entación compuesto S (320/) 
SA2- ferm entación compuesto aceta to  

S(320/)
Cont ro le s ; compuesto F (16 / )

" E (16/)
" S (64/)

1



iI

Bioconversion

SA4 S4 ¡
S 7  a ce ta to
C on tro l*

S4 SA4

199253
B ioconversion  comp. S por ¥6

S4“  ferm entación compuesto S
{seo y )

SA4» ferm entación compuesto ace* 
t«fce  S (320

C ontrole*» compuesto P (1 6 y )  
m E (16^)
* S (64^)

£6 6-HOÍ-2 ITMoS ''''349-SHB-48
propileno glicol-tolueno

l"fexment ación compuesto S (320/')

Controles» compuesto P (16/*|
"  1 (16^)
" S (32 <T)



IOS
12

Bioconyers ion androstenodiona

And AH DOC Prog S

266-HCW-219 AB 349-SHE ?0.3 
prop ilano g lic o l- to lu e n o  
And* con tro l endroetenodiona. (8 0 / )  
AB* ferm entación androatenodlona 

(6 0 0 / )
DOC» con tro l 11 deaox ico rticoa teron a  

(6 4 / )
Prog* co n tro l progeaterona (8 0 / )
Ss con tro l compuesto S (3 2 / )

266-HGM-219 AB~B49-SAH-70.3

o&rb i t  o 1-m eti l c i  c lohexeno 
And* con tro l andró atenodiona.

(eo/ )
AB* ferm entación androstenodiona. 

(5 0 0 / )
DOC* co n tro l 1 1 -d esox ico rtio es te - 

ron* (6 4 / )
Prog* co n tro l progesterana (8 0 / ) 
Sacontrol ®mpuas to  3  (3 2 / )

f'S-21

m
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*

1. ¡f.

Bioconveggiy^co lestenona por

1 99253
Bioconversion ergosterona por 

HH 176
Chol OH DOC Prog

266 HCM-219CB ^ 349-SH »-70.2 
Carbitol-metilciclohexano 
Chol" control oolestenona (80/* J 
CRafermantacion colestenona 

(500?*)
DOC" con tro l ll- 'd .q fbxicorticos- 

terona (6 4 / )
ProgS con tro l progesterona (6 4 / )

Brg OH DOC Prog

&6 6—HQf-2 1 9 - 0 8 349-SHS-70,1  
Carb i t o  1-met i l  o le  lohe
08“  ferm entación ergosterona (500?*) 
E rg» con tro l ergosterona (80/)
DOO* con tro l 11 -d esox ico rt ico s te ro -  

na (64?*)
Prog* con tro l progesterona (6 4 / )

f'8-&

\

[

I

t



Bioconvg g l i ^ l l I go8tero1
+

EB ER Controles

866-HCM-219ER ~349-SHE-70.4
prop ilen o  g l ic o l- to lu e n o
ER» ferm entación e rg o s te ro l (500^* )

Controles:
ll-d e so x ic o r t ic o a te ro n a  (6 4 / }  
e rg o s te ro l (9 6 ? ') 
compuesto S (3 2 / )

t 99253

prop ileno  g l ic o l- to lu e n o
Veg¿ ferm entación progesterona
Controles:

11- Ot-HO,progeaterona (60 3") 
d ih id r^ox ip rogesteron a  (3 0 ^ )

msam

i



199253
Bioconversian progesteron * por 

«a có ra le s

Blocanvers ion. p rogesteron* por 
«a c ó ra le s

■c ontr© les

314 AW-64-71 ^ 349-SHE-47 
prop ileno g lIc o l- to lu e n o

« 1*  ferm entación progesteron* 
« l/ P 6 (3 2 0 / )

M4*fermsntac ion progesteron* 
M4/P6 (3 2 0 / }

M52 ferm entación progesteron* 
«5/P6 (3 2 0 / )

Controles:
ll-O Í-H O ,progesterena  (3 0 / ) 
dihidroxiprogesterona (BHT
9 5 . 4 )  (3 0 / )

314-AW—64-71 ^  349—SHB-40

pro lin en o g l ic o l- to lu e n o  
M2» ferm entación M2/P6 (2 4 0 / ) 
« 3 *  fermentan ion M3/P6 (£ 4 0 / ) 
M6a fermentación. H6/P6 (2 4 0 / ) 
Controles

A leC -B O ,progesteron* (3 0 / )  
<( d ih id rox ip roges te ron * (BHP 
\95t4) (3 0 / )

1) ^ 11 oí “ HO, pro ge s te roña (6 0 / )

io 26



Bioconversion progesterona por M oconvera ion  progesterona

Muco ra les  j 9 9 2 5 3  P°r MaC°r&lM 0*

M7 M8 Controles

i i

314“ AW-64-71-----349-SHE—47
prop ileno  g lic o l- to lu e n o  
M7*fermentacion M7/P6 (3 2 0 / )
M8*»f en® ntac ion M8/P6 (320/ ) 
ControleSí
11-  ot-HO , progesterona (3 01 ) 
d ih id rox ip rogesterana  (3 0 / )

E l R£ R6 Controlas
i i i  i

314-AW-64-71 349-SHE-47

prop ilen o  g lic o l- to lu e n o  
Rl* fem en tac ión  R1/P6 (320/) 
R2* ferm entación B2/P6 (320/) 
E6*  fermentación R6/P6 (320/) 
Controles:
11 et“ H0 ,p rogesterona  (30 /  ) 
d ih id rox ip rogesteron a  (DHP 95*4)
(30 r)

f'g ¿O



B ioconrersion  progesterona por 
Mucorales

314-AW—64-71 ■ ■■. 349-SHB-40 
P ro p íle te  g lico l-to lu .em o 

R3- ferm entación B3/P6 (3 4 0 / ) 
B4*5 ferm entación H4/P6 (240/ ') 
C ontro les:
a  *U-flC-HOf progestercna (30/  ) 

d ih id ro iip roges te ron a  
(DHP 95,4) (3 0 / )

B • l l - r t  --HO, proge3 terona (60/)

B Íocaaver3 ion proge sterona 
Muco ralaa

19925
R5 B7 Controj.es

314-A*-64-71------4549-SHE-50
prop ileno g llc o l- to lu e n o  
R5^fermentacion R5/P6 (320/ ')
R7« ferm entación R7/P6 (320/ ')
R8“  ferm entación R8 ^ 6  (3 2 0 / } 
C ontroles: ll-o<-H O , proge sterona 
(64/ ) ,  (3 0 / )  d ih id rox ip rogesteron a  
(DHP 95.4)



«5-

199253
Bioccmversion DOC por líucoralee 

MI M2 113 Controles

314-A »-64-71 349-SHE-50

prop ilen o  g lic o l- to lu e n o  
K l * f  erm aitac Ion M1/D0C6 (320 / )  
M2- ferm entación M2/D0C6 ( 3 £C<r ) 
143- ferm entación M3/DOC6 (320/ ) 
Controles» mésela de 

compuesto F (1 6 / )
* B (1 6 / )  

co rt icosterona (64 / )

314- A'#-64-71 ~  349-SHE-50

prop ileno  g lic o l- to lu e n o  
M2“ f  ertnent-icion M2/DOC6 (3 2 0 / ) 
Control es:m ezcla de 

compuesto P (16 
*  B (1 6 / )  

co rticoeteran a  (6 4 / )

i

!.

i

1

32



199253

314-AW-64-71 ~  349-SHE-50

propileno glicol-tolusno  
Ml*fermentación M1/DOC6 (320 jj* ) 
Controles: mezcla cLe 

compuesto F(16 / )
" *(16^) 

corticosterona (64/*)

Conversión progesterona por f i l ­
trado caldo

SI S il Control B BF
• I I __■» ’_______ •

*  ^  I

349-SHB-41
control* progesterona (64^ ) 
Sl=fermentaclon por filtrado de 

caldo diluido pH 6,76 
S U »  análogo SI,pero pH 4,65 
ICf ementa clon por micelio 
B5»fementación por filtrado caldo 

sin d ilu ir  ph 4,1 
carbltol-metilciclohexano

35



99253 Conversión ll-ol-HD,progesterona 
por HH 176

Controles
72 +  72 Controles

____ i_______ !_______ i

I  i  t
■f

266-HCM-229 ~  349-SHE-72

propileno glicol-tolueno 
72Kfermentacion ll(#-HO,progeB- 

terona (320/)

Controles:
ll<*-HO,progesteron& (60#*) 
dihidroxiprogesteroaa (DHP
95,4) (30/)
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