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Bl presente invenic se reriers a unl nusvo metodo
para la introduccidn de oxfgeno dentro ue uns woléeula de este-
roide y & ciertos nuevos produnctos producidos vor el nétodo del’
invento. -
b Ys es sabido un método de introduecir oxfgeno an ls
posicidn once de una moleculs de esterolde, pero este resultado
80lo se logra mediante sfntesis orgénicas muy véonicas que re-
quieren un nimero considerable de Tases u opveraciones. La con-
gecuencia ds 8cto a9 que el renaimiento genseralmente logrado en
10 esteroide oxigenado en posicidén 11 na eido menor gue el reque-

rido y el coste ds tal produccién ha sido extremadamente sleva-

-

) do, por no decir prohibitivo., Esto ha dsdo lugar a un nhendicap
insuperable en los intentos de los quimicos Tarmacéuticos en
hacer asequibles cierto nluecro de esteroides 1ll-oxigenados a

15 1os miembros del plblico gensral afectsdos de varias enfermeda-
des que en la sctuglidad so0lo se sabe qus pusdan tratirse bane-
ficlosamente por clertos ssteroides ll-oxigenzados, ya que el
elevado coste de su prouuccidn y el aprovisionamiento insdecus-
do de estas lmpcrtautes droges ha impecico su aifusion y el que
<0 pusuz mdquirirse »NOr Wl gran NULEYO U6 PEYSONES O U8 Wl modo
genersls Hntre ectee urogss o medicamedlos que possen ung 68-
tructurs us esterocidss il-oxigennaod, pueuen citares por ejeme
plo la coruvicosterona, ll-dehidrocorticosterons, Ll-dehidro-17-
hidroxicorticosterona (compound E, cortisona), y l7-hidroxicor-
& vicosterona (ocompoind F)e Es nor consisulente de importencis
oonsidersble el encomtrsr um wéL0do MAS SatisSTretorio de produ-

cir esteroides oxigeundos, sspecislmeiute compusstos esteroides

1l—oxigenados, que en la posicién onse contengan el grupo
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(=0) ceto (oxo), en el que el ox{geno esid il jado en la posl-
oidn onee en vurioe medicamentos muy convenientes, o el grupo
(-0F) hidroxilo (oxi), que tombién se enocuentrs en muchos com=
puecetos esteroides muy vniilogog y que sdemAs mediante métodos
de oxideeidén oconocidoe puede traneformarse téoilmente en el
grupo ceto. A oste fin no se na 1llssrdo husgte el presente con
exito dlgno de mencionsrge & pesHr de log zrendes gastos ¥y
del muoho tiempo consumido por lograrloe

Uno de Llog oi =108 d-i preseuntes invento 68 pro-
porcionsr un nuevo método pure la introducoidn de oxfgeno den-
tro de una moléculg ssteroids, eﬁpeoialmenhevdsntro de la poO~
sigidn 11 de une moleoula de esteroide. Otro objeto del inven-
to es el de proporcionar un método tal por el que un ll-desoxi-
esteroide (el tarmino "ll-desoxi-estercide" se empleara agquf
siempre para indicsr un seteroide que o contiene oxfgeno an
le posicidn 11) se convierts com Zran rendimisnto sn un sste-

roide ll-oxiganado gracias & la sgceidn de un hongo dsl orden

de los Muocorsgles o gracias » lre enzimas oxldantese obtenibles
del mismo.-Otro objeto del invento es nroporcionar un procadl-
miento pers la produceidn de ecteroides ll-oxlgenados partien-
do de esteroides ll-desoxi, en el que la conversion se efec-
tha por la accidn de nn honge del orden Mucorsles, o de enszl-
mas oxidsntes dsl misucs Otro objeuo del invento es proporeio-
nar un procedimiento parz la introduceidn de oxigeno dentro

de al menos 1l1a posieién once as un ll-~desoxi-ssteroide gra-
eies 8 12 sceidn de un hongo del orden Mucorsles, sspecial-
mente de Ls I1smilis Mucorscese, y més sspeclslmente del gé=

nero Rhizopus, o de enzimas oxidanies producides por elloge.
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Gonstituye tambi én otro ouj;bc del invsnto el vroporcionsr pro-
ducios nuevos obtenildos exeluszvamgnha per el mbtoao del pre-
gante invento y qus por tanto gon de grsu valor psreé la prepa-
racién de medicomenuos valiosos contsniendo esteroides ll-oxi-
genadoe. Otros ocbjysvoe del inveuto y otrog detalles ael mismo
Se ascucirfn us lus explicsciones ziguie.ies.

Ahora bioeun s nn GescuuiuTio que ll-desoxi-esateroides,
gque conticien sl niceleo ciclopenianopolihidrofenansreico, es-
pecislmente log 10,l3-dimetil-ciclopantuanc-polinidro-renantre-
nog, pusuesn couverLirse iécilments v con renaimienio elevado
en log corresponuiaites esigroides oxigeansdos somsuvienuo el
COMPUESLO BELeTOlGe & L1f sccion ne wn hongo del oruen Lucorales
o te las enzimss oxidantes enuocelularss 0 exocslulares produ-
eidas por evios hongos. POr el méwouo del NDresadte invento se
logra un méiouo ericsz, econdmico y comercialmaite satisfacto-

rio pars introcducir oxfgeno en las posicidn 11 de uns moléculs

de ll-desoxi-esteroide. Graciss & ecto se obtisne tambidn 1la

nueva posipilidsd dg Oplweiler de un modo gencillo la produocién

de mediczmentos v ba

[}

8 de suteroides lleoxigensdos, que, aomo
entes se nr iadicedo, tienen la meyor importsncias pere las
proresiones quiumicas, inrmscéuticas y médicas, y da modo espe-
cigl para ol pibiico en goneral que sufre anormelidsdes fisio-
légicas gue 80lo ge saben combatir beneficiossmente mediante
medlcamentos a base de sctsvoides ll-oxigenzdos.

El método del presente Invento en su sspecto genaral
consiete en someisy un ll-desoxi-esteroides a 1z 2ccidn ds un

hongo oxidsnte del orden Mucorales o ds enzimas oxidantes de

e8t08 hongos que son capaaes de introducir un atomo de ox{gano |
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dsntro del niceleo esteroids en la posicidn once. Otra forma

de axpresar el rassultsado del »drocsdimiento del presente inven-
to ;E 1o dw asolr que el sstarcide "se oxigena™, ya& qus ge in-
troduee en 4l un ftomo de ox{gzenoc. Expreséndolc ds otre modo,
pusde deairde qua se oxiganﬁ 1n posioién once del esteroide.
Pembién otras posicionss de la molécula estsrcide pusdan en
cesog aislados somsterse n trensrormeaidn denics a la zceidn
del hongo o de las enzlmas del mismo, nero estas Lranstforma-
olones 1no se han ds mirsr cowmo inconvanientss ya que ia ine
troduccidn de oxfgeno en otrss wvoreciones de 1z molacula este-
rolde puede dar »or resultsdo vroutctos cetinitivos o interme-
dios terspéuticauente velliosgo8, pe. 8. 1l0s que contiensn un
grupo hidroxi en la posicidn 17. Bn el caso d- qus t@las gru-
pos amdicionsles no se coneideren convenientes, existen métodos
adecuadoy poras elilminar cou rscilided tules grupose. La impor-
tancle dsl presgnte invento, por lo que ce raflere a log re=-
sultados, &s la de que lz moldcula del ll-desoxi-esteroide ge
oxigena por 1o wsnos en la posicidn once, cuando snteriormente
1a moléchla eslerolue estaibs desoxd geisds en dicha posicidn
once. Los grupos hidroxi que existen y» en la moléculs este-
rolde que s6 nu as oxigenar en ls powicidn onae y que por sf
mismos podrian oxidsrse en grupos cato, pueden, sl se cmside-
ra necezario como eu el cuto de gue se desean lograr rendimienw
tos extreordinarisments slevados en productos hidroxisteroidico
ll-oxigensados, protegerse ds atasques Go varios tipos, inclufdo
el staque cow los hougos oxldautes o pdr sus enzimss oxldantes,

mediante conversidn, p. ej. mediante esterificacidn, etverifi-

’ N L’ -
cacion, nalogenacidn o simileres, en un zrupo que pueds volver

I
L
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ge o convertir en un gsrupo aiuroxi. $in emo&rgo, egtae modo ae
proceser no consultuyes un requisito previo a la iniroduceidn
de oxfgeno, sspecialmente ue oXigeno en posicién 11, dentro
del nidroxisteroids por sl métouo ael pregente inventos.

Los -~cteroides utilizables vn el método del presen-
te invento 1o weien limitados por sl wipo o ulmero ue sustitu-
yentes, y pera pouserlog uiullizar en 68ue progedimiento solo es
nescesario gus convsngan uunx nOwiuiOn onee no oxigensda, 0, ul-
cho ae otro modo, gue sean un li-desoxi-esterolde. lales com-

pussios contienen sl uacleo:

el cusl puede sdonfsS couvesaer sustiiluysutes o comblnaciones de
gustl buy antes clrededor del nucleo, en ise posiciones 1,%,3,4,
5,6,7,8,9,10,12,13,14,15,16 y 14, ecpecialmente grupos 10,ld=-
dimetilo, grupos 18,7 0 igz-ceto, hidroriio o aclloxi; cauenas
lstersles en posicidn 17, de las cusles merecen especial men-
oldn las cadenas latersles de la progesterona y corticosterona
(cetol); un grupo ceto en posicidén 17; un grupo hidroxi tam-
bién an posicién 17, y einilares. Pueden encontrarse tambi én
enlaces dobles en las posiciones 4,5,6,7,8,9 (11), 11, (128),
16 (17) o en otrss o también combinsciones de dobles enlaces

slrededor del nicleo; o dobles enlaces satursdos por adicidn

— o - o
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a ellos ue haldgenos o halogenhidricos; producios ue adioidn
de dienofilos, como gcido maleico, auhidrido maleico o ésteres
del Acido mslelao ocon esteroides gus poseen un sis tema Ge do-
ble enlsce sonjugado, pe 6j. en posicionss o,7; y otros sus-
tituyentes y combinaciones de sustituysntes, enlaces doblea
eteatera cemasisdo numerosos paré citarlos ds moao especial,
siendo eonocido un gran ulmero de loe mismos en la quimica de
los esteroides. La presencis o ausenala de insaturacidén en 1aﬁ
posiciones 9 {11)u 11 (18) del nicleo no constituye un factor
de imporiancia en el méuouo del presente invento, pues gungue
ge preriocre aplicar el procecimiento 2 un estercide con un gru-
po ll-metileno, esto 68 & un ssieroide sin insaturacidn en las
posiciones 9 (11) u 11 (1lR), por razones de economia y para
evitar trausxobmauionas imaecesarias de los compusstos saturae-
d0s en no saturaaos, La blooxidacidén pusde aplicsrse con igusal
faéilidad a cuglesuyqulera compuestos ggturadds 0 no saturados.
Como representantes de los sgteroides que puedsn
oxigenarge por el mMeLOUO deéL presente invenio, Eefialaremos p.
a)Js 1la progesterons, 1lg 9,11 o 1ll1,12-dehidroprogesterons, 7,9
(ll)~blsdenidroprogesterona, l7-hiaroxiprogsesterons, pregneno-
lona, las aciloxdipregnenolonas, como el 50s8%2t0 de pregnenclo-
na, ll-desoxicorwicosierons, delta 9,11 o 1l,12~dssoxicorvicos-~
terona, ll-desoxi-l7-hidroxicorticosgterona y los usrivados aci-
loxi, p. 8j. aerivauos @cewoxi de la misma, 2l-bidroxipregneno-
lona y 21 acilécveres, p. ej. mcetilésteres de 1a misma, 17,21-
dinidroxipregnenclons y derivados 17,2l-disciloxl de la migms,

Pe 8je 8l dorivaao discetoxi, anarostendiona, sndrostan-l7-0l1,

9,11 o 11,12-denidroendrostendiona, d-nidroxi-delta 9,11 o
’
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11,1lg~pregnen-zC-onas, 3,21-dihidroxi-delta 9,11 o 11,l:-preg-
nen-20-onas, &,17,2l-trihidroxi-delts 9,11 o 11,lz=-pregnan~20-
onas, 5-androgten->-ol-lv-on&-~ y ssteres Y-acilicos, De €]

sl Sster Y-scetilico de la migma, 5-androsten-3-ol-l7-ona y
{sveres Y-acilicos, Pe ej. el éuusr Y-aceuilico de la misma
ergosterocl, sestigmesierol, estigmagtanol y ésteres Y-gcilicos,
ps ej. el émter Y- mcetilico del mlsmo; ergostenons, estigmas-
tenons, ectigmastanocwu, colestenocun, fciuc cdlico, gciuo 0eso-
xi 061100, fc¢loo litoedlico, éciuo colanico, &oluo norcolénico,

dcico bisnorcoléni so, éciao coiénico, aciao norcolénico, acido

bisnoreol&iico y los aerivaaos 3-hiaroxi, 8~ceto, ¥,7-dlhidroxi)

3, 7-diceto, 3,7,12-trihidrox, 5,7,12—trioeto, o los derivados
no satursdos en las posiocionss 9,11 o 11,12, los ésteres, tlo-
léateres y otroa derivados de los anteriores dcidos, y cuerpos
glmilares.
la oxigenacién bioqu{mica por mieroorganismos se

llevs @ cabo emplssndo un uongo oxidante que es una especle de
un género de una familis del orden Mucorales o los enzimas oxl-
dentes obtenibles del miswmos. Entre las diversas familias de es-

te orden ofrecsn ls wmayor utilidad los géneros de la familia

" Mucoracesae y entre los géneros de esta familia de hongos se

he desoubierto gue el Rhizopus y mucor son los que tlenen mas
valor para al métode dol presente inventoe. De 1&3'88peoies de
estos generos Que pueden utilizarse ei sl método del presente
invento eltaremos a titulo de ejemplo las espacles Rhizopus mi-
erosporus, cireinans, oligosporus, arrhizus, cohnil, oryzae y

nigricans y especies sindnimes, gue de hecho son idénticas con

las anteriores sunque se denominen diferentemente, y lag espe~




w)

10

15

a5

Bem

199253

oies tfpices Mucor, muocede, griseo-cyanus, hiemalis, hiemalis
var. albus, rouxi, adventitius, coristianiensis, cireinellol-
des, dublus, genevensls, javanlcus, microsporus, psrasitious
y simileres. Aunque las especies ds géneros de ramilias del
drden de los microorgesnismos sefigleédos del modo gensral comc los
Mucorales y de modo sspecial los de la familie Mucoracese, pue~
den en general emplearse en el método del presente invento co-
mo los hongos oxidantes, por razones ds economfa y de producti-
vidad se prefieren las ecspecies del género Rhizopus, y de ea-
te género la especle arrhizus, a la que frecuentemsente nos re-
foriromos después designéndola por RH-176, se utiliza con pre-
ferenola para la obtencidn de rendimientos Sptimos de esteroi-
deg ll-oxigenados, si bisn en ciertos cesos y sn cirounstanoiaL
particulares pusden empl earse ventajosamente 1los otros géneros
v las otrss especias. Las ecpscies de estos géneros citados
poseen sin embargo de modo particular gran abundancia de me-
ganismos anaiméticos, por 1lo oual ge prestan bien, en confor-
midad con sl método del invento, cuando se 188 cultiva cuida-
dosamente y se lus pone en contacto con un ll-desoxi-esteroide
para reslizar la oxigenacidn del esteroide en posicidn once en
una escala de importancia industrial.

dunque para ls produccidn abundsnte de esteroide
ll-oxigenado 86 prefieren ecpecles ds cisrtos génefos de hon-
gos, en particular del género Rhizopus y el género Mucor, los
sueles ambos pertenecen a la familia Muooracesa, y amungue por

consideraciones econdmiocas puedsn limitarse los métodos préo~

tico8 & ciertas especiss y raza® que poseen propledndes fisioe

*
logloas espeaffiocas, pusden también emplearse especies de otraf

— R
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familims y géneros del crden Muaorsles para convertir ll-
desoxlesteroides a1 ecteroldes 1l- oxlgensdoe en cantidndes
industriglmente imporiantes.

Por ejemplo otreos geusroe represeuiynles de la ige
milia Muooracese y ecpecles representaztivas de lss mismms, Se-
gin las reuns H. Zycha en "Kryptogsmenflora der Mrrk Branden-

bureg*, tomo Via, 1-264 (1954), gomorsndsn la Parasitslls (P,

simpiex), Zyzorhynchus (Z. heteroéamua), Cireinells (C» spinosa),

dctinomucor (A. repens), Pirella (P. circinens), Absidia (4.
reflexe), Spinellus (3. spaaerosporus), Phycomyces (Ph. Bla-
kesleeanus), Sporodinia (sps grsndis), Pilaira (P. snomala),
Pilobolus (P. crystallinus), Dicoccum (D. @ssperum). Gtras fe-
milias Mucorsles conl sus géneros y especies representativas
aomprenden las Themnidiszcese; Thamnidium (Th. elegang), Dicra-
nophora (D. fulva), Chaetostylum (C. Fresenii), Helicostylum
(B, piriformae), Chaetoolsdium (Ch. Brefeldil); Chosnephorscese
Blakesleaa (Be. trispora), Chosnephora (Ch., cucurbitarum), Rho-
palomyces (Rh. elegans), Cwuninghsmella (. elegans), Thamo;
cephalis (Th. quadrupedata); Cephalidaceas; Piptocephalis (P.
Fresenisn&g), Syncephalis ( S. reflexa), Spinslia (8p. radians)
8yncephslastrum (8. racemesum), Dispira (D. cormuta), Coeman-
sia (G. pectinata), Kickxella (K. slabactring; liortierellaceae
Mortisrells (Ili» pusilla), Haplosporangium (H. bisporals),
Dissophora (D. decumbens); Endogonaceae; Endogone (T, renifor-
mig), Sclerocystis (8. coromiodes), Glaziella (G. vesiculosa).

Dol género Rhizopus, cuyae esepecies, como s6 na in-

3

dicndo antes, sSe prefieren aen sl método del invento, muchas



3 10

we

15

<0

199253

de lzs ecpecies comunments conocidas son sindnimas, segin ad-
vierte H. Zycha en "Xrypt. der lark Brandenburg® tomo VIa,
110-120 (1935), asf‘el Rhizopus microsporus ss coiuoce con el
nombre de Rhe muimus, Mucor speciosus, Rh. Speaiosus ¥ Rh,
equinus; el Rhizopus circinans pusue ser conocido como Rh. re-
flexus; el Rhizopus oligospOrus pusus conocersa como Rhe Delg-
mar o Rh. Tamari; el Rhizopus arrhlzus pusde conocerse como
Rh. nodosus, Eh . racemosus, Rh. maydis, Mucor arrhizue, Mu-
aor unorvegicus, Rhe pusillius, Rh. bovinus, Rh. Cambodje, Rh.
ohinensis y Rhe tritici; ei Rhizépus Cohnii es& tambien cono-
cido como Rh. suinus; el Rhizopus Oryzase pusae conocsrse eomo
Rh. japonicus o Rh. tonkinensis; sl Rhizopus nigricsns pusde .
gouoccerse eomo Mwcor stolonifsr, Rhe nigsr, Rh. artocarpi,
Mdcor niger, Rh. nigricans vare. mioor o Rh. nigricans var. lu-
xuriane; y el Rhizopus echinstus ss us por ef uns especie du-
dosa que pueds ser 8induima del Rhizopus nigricans.

Los orranismos fungzles pusden obtenurse de iusn-
tes conocidas, come the Northern Regionsl Research Laborato-
riss, Peoria, Illincis o American Type Culture Collection,
Washington, DC, o del Centraalburseu voor Schimmeloultur Baarn,
Holenda. §lternciivameute pueden tambien explotsrse fuentss
ngturales conocldas por Los microblologisias.

Las técnleas ususles de los miorobiologisias se
slguen en el miclemiento de hongos de ruentes naturalecs Mo

dios estériles o terremnos ue cultive se Praparan de diversas

fuentes que coutieuen hidratos de carbono y nitroégeno y se

gsolidiricen en un gel meclaute adicidn de uos POr ciewto de
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azere. El niurdge:o pusde ser de origen muy diverso y puede p.

ej. compreuasr ultralos inorgénicos, ggles as mmonio 0 extrac~

gidn de vepor © eIl autoslave en ITruscos O TUDCE CErrsdos con
glgoddn y utilizarse aséptioamente pera llengr aiscos o placas
Yotri. Betas o se inoculmn con uisoluciones de esteroide con-~
taminado con nongos o se exponeal gl poivo ¢ al aire exterior.
De sstas placas sSe desarrollan cultivos de honges, entre los
Qus puetall rHGONOCSBYES8 POY aualquier microbidlogo experimentea-
do aolonisze ae Llucoralsc, especiezluente las espsecies Mucora-
ceae Mucor y Rhizgopus, y Loz organignos gse cogen luego y se
traneportan bdien al mismo medio an tubos tesiigo, blen & cugle
guier otro msedio gdecugndo parsa el cultivo y crecimisnto ue los
hongog, Uns el reacion enérgica cotivg considsrablemsnts el
arecimiento de loa organismosg cualjuiera que Zea al terreno de
culiivo. Para ls practica y objeto del presente invento el cul-

tivo del organismo, que pusuwe S8r ue iuente natural o comeracial)

8 utiliza para cubrir ciervos medios 0 terrenos de cultivo bse
terioldgico gonvenientes para el desarrollio ds los nongoé. Pueg-
de uiilizarse pars este objeto el medio de oultivo ae Peterson
y Murray oon resultnaos satisracuorios y despuds en toaa la

memori& y en iog ejemplos, si no ss dice otra cosa, 88 asbe

ent ender dque se emplea sl medio de culbi#o de Peterson y Murray
el cual ocontieius por linfo de ggua de cafieria utilizada pars
suministrar traz&s ae elesmentos y éalss inorgénicas, 108 si~

guientes aditamsntos: ainco mililitros de agus& de msceracidn
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cial de aluaming lactea (vEdemine"), y cincusata miligramos dae
dextrosa comerciml ("Gerelosa™). Xl PH de ezts meuio de culgi-
VO O 4e otro8 due pucisran am@isarse, 86 ajuste ordinarismente
unos

entre; 5,5 y 0,9 autec de inooular oon los orgsunismos de log
hongose El truatémilenio del cslaeo en autoclsave be jo presiodn
de C.7 kz/om® qursiue 20 minutog bara lograr condicionses asép-
ticas, ntce vajar el pH desde uncs 6,5 hasva unos 9,5 - b,9,

¥y esta resauccion ael PH dens teuerse en cuenta al ajustar el
meulo sniseg us encerrarlo en ol suuvoclave de msners que 88 Obe
tengan las me Jores condicionss ae crecimiento de8Pués de Ters-
minarge estiz iase. Deupus: ae L4 noras de orecimiento ae log
hougoe en el medio pusus comprousrse gue ha tenido lugar un
descanso considerablg del pH del medio, de ordinariamente a
proximamenta 3,6 & 4,2, En este estado de crecimiento de los
hongos es cuando preferentemsnte se azrega el esteroide que

8e ha de oxidar o cuamndo el 1fquido de fermentacidn fungosa
que se emples en la oxidscidn ferméntativa de los esteroides,

80 Sapara dsl cultivo.

¥

Le 1noculacidn del medio de cultivo que dontiel
ne los hongos grecidos con sl hongo gelsocionado del ordsn de
los Mucoreles pueds realizarsae por cusnlguier modo conveniente
usuasl en la microbiolog{a. Por ejemplo la inosulscidn pusda
sfectuarss de modo muy conveniente con esporas de los orgenise.
mos, awiqus también da por resultados ls inceulseidn emplegndo

miocelio vegetativo. E1 desarrollo de los hongos se metivae bien

manteniendo las temperaturas de incubacidn a8 lg temveraturs

aproximads del Local, p. 8je de veinte a veinticineo grados
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centfgrados, aunque es también oosible un intervalo ds temps~-

raturas relantivamente grende, pe. oj. desde unos 15 hasts unos
45 grados centfgrados, obtenidndose Tambidn deiltro de esta z0-
Na crecimientos sstistactorios de los hongos .

El »eriodo de creaimiento de los hongos que se re-
quiers antes de gue sl ssteroids que 86 ha de oxigenar se ex-
ronga a la accidn de los Longos o a la accidn de sus enzimas,
no parsce qus tengs uns importancis decisiva. Por e jemplo,
el ssterocide que £8 quiere oxigensr en ls posicidn once puede
agregarse bien al tlempo de inocular el medio con la especie
8aleccionade de Mucoraleeg, o en cuslquier tlempo, p. aj. 24
hores después. Bn ls préctioca se nz dsscubierto qus el esteroi
de que se he de oxigenar puede mgrezerse al medio de cultive
de los hongos incluso cineo dfes despuéé de lz inoculscidn dsl
medio con la especie selsccicnads de Mucorales, ein que pueds
observarse ningin efecto sobre el recultados La 2dlcidn de un
ll-desoxisteroide al caldo de fermentacidn decpuds de un tieme
Po de orecimiento de los honzos de 16 & 24 horas, es el método
preferido pars ests operacién, Ja que en estas fanse del creci-
mlento de los hongos parece que sa desarrolla totalmente el
mecanisio de las enzimas oxidantes. De modo analogo, si se
Quiere efectuar la oxigenacidn empleando 1fquido de fermenta-
oidn conteniendo 1s enzime oxidante ﬁnicamenta, por lo mas
despuds de ecta rage del deszrrollo es cusndo el 1fquido de

fermentacidn se separs de ordinario y preferentemente.

La maners de sgregar el esteroide Que Se degsen oxi-

dar al hongo oxidante, al mediio de cultivo de los hongoe o gl
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1fquido de rermentacién, 16 parece que tenga importsncis deci-

sives. Dicha adicidn pueds regllzarse de cualquier modo conve-
niente para iavorecer el contzcto {ntimo ael esteroide con el
hongo y/o las enzimes del hongo, . 8j. desarrollando los orgze-
nismog fungosos en presencia de oristales finamente triturados
del esteroide, por dispersidn de ssto Gltimo & trsvés de todo
@l caldo de cultivo de los hongos, o de salquier otra manera
enalogas Pira ¢ste objeto pueden emplearse agentes que reducen
la tensidn supsriiciel, agentes aigpersores, medios de suspen-
8ién como los que pusden adquirirse en el ocomercio, como Spans,
Tweens, Aerosoles, Nzcoonol y similsres. Sin embarz0 68 pre-
ferible incorporar el esteroids gl nongo, al medio o sl csldo
de rermentacidn en rorma ds una disclucidn en disolvente orgé-
nico miseible con cgua, Ps 6js ds una disolucidn en acetona,
alooholes & incluso éter, el oual se disuelve solo un poco en
agua, y luego mexclar bien el medic y el esteroide de menerea
que Tormen una sucpensidn o dispersidn de rines partfoulas de
esterolde y tavorezoan el contaocto maximo del esteroide a8 oxi-
dar con el hongo oxidante o con lse enzimms del mism. Pusden
emplearse bion con racilidad métodos de cultivo supsrtriclalas

0 por submersidén, aunque scts Ultimo oultivo ee ol prererido.
#lternativemente el 1fquido de rermentacidn de un oultivo de
los hongos puede separsrse, mezclerse con el ssteroide 0 unsg

disolucidn del mieup Yy someterse ls mezcla a condiciones aero~

blas para realizar la oxigenncidn del esterolds.
La temperstura emplesda durente el psricdo de 1lm

oxidacidn del estercide por los hongos no es nscesario que sea’
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distints de ocuando esté susente el ssteroides Unicamente debe
mgntenerse dentro de 10s 1{mites en que puede conservarse la
vide o el crecimiento motivo de los orzanismos de 108 hongosge.
La temvereturs de inoubacidn durante la woccidn oxidaute de los
hongos sobrs loz sstsroides pusis ser p. s8le. entre unos quin-
68 y wios cuarenia y cinco grados oentfgrados, prefiriéndose
la tempsraiura del Lloeal, p. 8j. de Veinte a velnticineo gra-
dos centigrados pure conssguir lz sctuscidn Sptima de los or-
ganismos o enzimae de log hongos.

L&s condicionss con que log orgsnismos de log hongos
ge desarrollan son asrobise y ls intensidad del desarrollo pa-
rece qus cuté relacionsda con le intensidad de ls virenocidn.
Por consigulsnte sungue pueds ser zstisiazctorim cualiuisr 10r-
ma ae incubacidn serobis, pord consegulr el desarrollo maximo
de loe corgpenicmos dé 1los nougos 8 suplea de oruinprio unsg
alreacidn intensa, p. o). meiiante sgitscidn y/o haciendo pa-
gser aire @ través del mecio de cultivo, con lo cual & su vexz
psrece qus £8 reaucse a8l tlempo requserico paras convertir el de-
goxlateroide oen scsterocide 11-OXigenado. Bl grado de conversién
dol desoxlistercide en esisroidse lleoxigenseo parece con esto
que depsnde ael grado de alreacidn o del zrado de desarrollo
de los nouagos al ticipo ds agregar el esteroide, habiléndose
descubierto que lug8 conversiones smpleando 1los houngos o el
meaio de Iermentacidén dnicamente, son mis rapidas cuando el
grauo de sireacidén sy mayor y tembidn cusndo el hongo ge dejum

dssarrollar durziite 16 & 24 hores antes ds soreger el e&neroid#

que se ha de oxldare. Bsto inuiea qus sl mecanizio de las anzi-

|
|

i
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mas oxigenadoras us los nougos esté completsmenta desarrollado

despudés ae 16 & 24 horas av crociudsuio ¥y que la &ireacién o
activa la trensrormacidn y 1s velceided s le transiormacidn
aumervandd el grodo de uesarrollo de log organismos de log hone
808 con el correcponuients sWmeLio ael grado de desarrollo del
meocanisio enzimético de la oxiganaoién, 0 que la wirescion
inicemente Tavorecs la oxigensoidn por aumentar el suministre
de oxiguio disponible. L& explicacidn tebrica anterior debe ente
derse Guicsmeute como ilucirativa y no deve considersree como
una limitacidn del Invento, ya que el métouo ds cultive super-
Ticial también pueds emplosrse ein sgitacidn u otros medios

de aireacidn y ademds el sctsroide puesde incorporarse al caldo
del terreuo ue cultivo simultineamente a 1a inoculasidn con
los organismos de los longos, 8in perjudiocar en nads este méw-
todo.

El tlempo requeriuo para la blo-oxigenacién del de-
Soxlsteroide por el mecanismo oxigenader de los honros o de
las enzimas oxigensdors® de los mismos no pusce sefiglarfe exgce
tamente, ya que deben tenecrse en cuenta diversos tsctores. Deg-
de ung & cetenta y 4os horas se hs encontrado ser surioienfcs
para la conversidn del desoxisteroide en ésteroide ll-oxigenado
por la accidn de 10s nongos oxidsntes o de las engimas oxidan-
tes de los mismoss. $in smbargo existen indicsciones da que la
oxidacidn del esternide comienza sustanciglmente inmediatamen-

ta después de expousrlo gl caldo de Termentacidén de un hongo

oxidante sompleizmenta desarrollado o ae sus enzimass oxidantes,

aonsi derandos e compleiamente desarrolisdo 8l orecimiento de

los hongos en el etpacio de cuatro g veinticuairo boras, de-
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pendiendo en algin gradao ase la intensidad de le uireacidn eme

Pleadae Cuando el esteroids 98 asrega 8l mecio de iermsubacidn
al misub tiempo que el msdio se inocula con el organisud IUN-
goso, vienen indicados periodos mas lergos dae tiempo par® obe
tener elevadas transiormaciones a:l aesoxistercide, y, como

86 ha indicado prevismsite esi0 parece deusrse sl lecho de que
el mecanismo enzimético oxidsute del Nongo no 86 enousntra to
felmente desarrollado hasua algin iiempo aespuds del desarro-
llo ase 1los nongos. Consiguicntemsnte cuenuo el esteroide se
agrega al tiempo de ls iucculacidn del mscio, Se emplesn de
ordinario periocdos ussde 8 g 7z horss, sienco la longitud del
periocdo inversaue.ne proporcional al grado de sireacidn em-
pleadass Por ouro lauo, auanio el esterolde se &grezga a los
hongos, &l terrenc us cultivo © a las enzimas as 10s nougos

en el liguido de ITormeutseidn desspuds na algin uésarrollo ime
portente ds lov organicmos ITUNZO808, DP. 6js Gospnés de 16-24
horass 8in aireacidn importaule, 0 deepuds de L-4 horas con in
teusa aireacidn, la conver=idén dei desoxistercide en esieroide
ll-oxigzenszdo comienza inmeuistemente y se logrsn rendinmientos
elevagos en el eszpacio aesue 1 a 72 hora® o en periodos mas
breves o més largos, aePsuciendo tembidn en ssto del grado

ae sireacidn emplernda. Deby advervirss que con Neriocaos més
largos de exposiocidn del desoxisteroide & la sceidn ael hongo
oxidante o0 ae lac enzimae del miszo se obtiene una conversion
glgo mayor en aserivauos polioxigensdcs, pero qus en todo caso
tiene lugar la oxldzcidn del stueroide en lg posicidn once.

Después ue completzdn la resceidn Termentativg
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oxldante, se recupera el esisrcide ll-oxigenedo ae la mezcls

de dicha resccldn siguisnao cualquler metouo conveuiente. n
moao muy venisjoso ae geParsr el szusrcide oxigenado consiste
an extraer lsz mezole ds rasccidn oxigensnte, especiglments el
1iquiuo de fermenincidn y los miceliocs en los czeof en que el
esteroide se agrega airectsmeuis al cultive, con un disolvente
organico no miscivle con agta, P. ej. un hidrocarburo haloge-
negdo, como cloruroc de metiieno, cloruro as etileno ¢ clorofor-
mo, Sueres v slmilaress LOS eXtractos plUeusn reunirse despues
de lavauos sucecivemente con disolucidn de bicarbonato sddico
¥ agua destvilada, y 10w exXtractos rsunidos se gecan despué&'
medlanie una corriente de aire, al vacio, 0 de uns menera aui-
loga y los sélidos se recogen en un disolvente orgénico p. ej.
eloruro de metileno u otros de los sntes citados, con el fin
de recristalizarlos o purificamrlos. 81 se quiers pueden efec-
tuarse reoristalizaciones adicionales en disolventes organicos,
pe oj. motanole El metorial cristzlino pusde caracterizarse
por los métodos conooidos, como anilisis elemental, punto de
fusidn, sanilisis infrarrojo, difreccidn de rayos X, rayos ule
tregvioleta , mierocombustidn y por otros métodos. Alternative-
mente el materiasl oristalino o extractios de materisl no orise
telino, produaidos por la bio-oxldacidn pueden identificarse

0 caracterizarss segﬁn el sistema de papel cromatogréfico de

Zaffaroni descrito detallademeants a continuascidne.

Un métcdo muy conveniente para la teparacidn de los |
productos de oxidacidn obtenidos por el método del presente

invento es 1z oromatogrsffa de los extrsotos o materiales sd-

i
i
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1idos, los cuales Gltimos e obtienen por evaporscidn del di

8olvente de extréccidn y subsiguiente oristslizacidn sl gse
desaa, mediants una colwma de aldming (81,0,) o de otro ad-
sorbente, emplesndo como disclvents p. ejs benzeno y varios
disolventes y mezalas da disolventas para desarrollar el cro-
metograma, como se indica en losg (Quadros cromatogréficos de
los ejomplos. Esto resulta especislmente Util gl identifioar
los compuestos produsidos por la oxidacidn, ys que puede come
probarse, si se quiere, cada fraceidn de ls colwmna por el mé-
todo Zaffaroni. Pueden por el sistema de oromatogramas de pa=-
pel segin Zafferoni comprobarse cantidades tan pequeflas como
de diez &g cusrents microgremas e identificarse sustancias quf-
micas, fracciones conteniendo las mismas sustancias quimicas
combingdas y los compuesvos cristalizados de las Iracciones
oombingdas.

La técnica de Zaffaroni, oitada en toda la memoria
¥ en los ejemplos, es un método relativamente nuevo pero ya
blen establecido para identificar clertos compuestos organicos,
Ps oJs los compuestos relacionados con las hormones corticales
adrengles, método analftico que se bass én parte en la pola-
ridad de los compuestos exauwinados. Ls literstura relativa &
e3te méuoduo de anélisis es la siguiente: Burton, Zafraromi, y

Kesutmann, "A New Analytical Method tfor Adrenasl Gortical Hor-

mones", Science 110, 442 (1949) y Zaffaroni, Burton y Keutmann
Scien;e 111, 6 (1950)s Como la polaridad de los compusstos ore
génicos verfa con varisclones en 1a molécula, entre ellas la

Presencia o &usencia de cisrics grupos (osda uno de cuyos gru-
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pos introduce por si mismo cierto influjo definide sobre la
polaridsd de 1ls moldcula en su conjunto) y varisciones de la
nosicidn de wn grupo dado en uns moléecula dada, eg posible
por el método de L& {faroni identificar con ocerteza pequefias
centidades de un compussto organico de 1z serie de 1Log este-
roides de la corteza adrenal o de compuestos esteroides afines
graclas g sﬁ polaridad. Tl qus compusctvos ditferentes presen-
tan polaridades diferentes, es un hecho largo tiempo conooido,
pero la técnica de Zaffaronl es en 1la sctualided el Unico mée-
todo prioctico de aprovechar las aiferencias de polaridad pare
identifiasr cantidsdes pequefisas de esteroides. Este método ol
tado constantemente sn lz momorim y en los ejemplos, proporoiod
na ung ayude grandfsima en 1ls investigacion de la bio-oxida-
oldn ae ecuvercides por orzsnismos de hongos oxldantes o de sus
enzimes oxidantes, y en la identificscidn de varios esteroides
nusvos oxlgensaos y hsels shors desconocidos, iguslmente que
en 1a identificacion de ecteroides oxlgensdos conccidodSe

El método de Zaffaroni y de sus colaborsdores
8¢ ungs forms de la conocida "Cromatozratim por tirmg de papel"
V ss funde ssenocialments an loe mismos princ pios que la cro-
metograiis oruinaria que utiilizs une columna de alimina o de
otro wino.

Bl método de Zarfaroud vy aé gus colasboradorss

oS esencislmente el slguientes Primsrsmente una clase oconve-

Ad

nieite de papel de riltro de 7 a 10,5 om. de ancho ¥y de spro-

ximadamente 56 om de lergo, se pliega en un punto alejado del

8xtremo unog 7,5 cme BEn un punto situsdo pulgads y mecia por

debajo de este pliegus, se treza uns lineg transversalmente

e
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al papel, la cual marce el punic pera ls splicacidn del este-
roide gqus aé h# o exauinar, en sl papsel. Feta 86 corisa luego
& 1o lirgo en tiras con un aneho aprbximado de tres ootavos us
pulgada, comenzando por sl extreno opussto al sxtremo en due
ge ha de aplicar el esteroide & exsminer. as{ se forman varies

tiras ae pzpel, todas lug cuales evifu Wuluss & una cabeza o=

s
=

min, Cada una de souas Tiras projorclions una "pleve” separada
Pare csda “umanche” 0 z0lLa del compusk.o eXuiluguo, GOMO 88

. - . - ‘ s s
compreudery mejor por 1o wicio & continuscicne. lternsiivamen—

te, sl 0rpul 1o g6 corts eu piowns o birns gepargdas, gino qus

neree ocuidado en no colocar leos &lversos eomdiestos que ae
han ds sxzeminar, demasiado Juntos unog con otrog, Pe 8j. nNo
deben quedsr mis préximos de una pulsndg préximau@nte sn la
tira dnisa de pupels Luezo so Soleccions un cistems disolven-
te constitufdo ror un disolvents no polar par: la fase mévil
y un disolvente polar pere Lle izes cstpaionarigs BL benzol o
benzeno digoclvente no “clar y la iormamida disblvente polar
gonstituyen wn sistems disolvente y el tolueno disolvente no
polar y d.propilenoglicol disolvente polar constituyen oﬁro
sistems disolvente, los cusles smbos se han emplesdo con busn
resultsdo, sWngue pur# ciertog Iines se hs comprobado ser muy
getisfactorio el sistema que comprends éter dietilenoglicol-
monoet{lico ("carbitolw™) como Tuse polar ecusciousria ¥y el me-

t11 ciclohexano como fage 1o polsr movil.

El pepel de filtro ge satura con el aisolvente polar,

P. 8je propilenocglicol y se elimina el papesl ocuslquler exce=-

80 con csantidades adicionsles ds papel da tiltre, por estru
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jamiento, por un retorcsdor ordin&rio pard ropa blanca o por
suslquier otro medlc adecusdoe Luege el disolveute no polar
(llamado tsmbién desarrollidor), de l& Isse mdévil, en este
cago tolueno, sge& satura con el disolveuie POLEY ¥ ue 686 mO-
do se verming eglin porte de lag preparaciones.

Un vsso de bater{a de dimensiones sonveuiontes, p;
8js de %0 por 45 centimercs, conteniendo 100 mil{litros del
disolvente ds iz fage no polar, €6 reviusle coll una aoja grande
de papel ae 11lvro impregnsde sn el Gisolvente gue se ha de
emplear paré lp Inse eéuacionaria, Pe 8] pDrovilenoglicol. Un
goporte snular dentro de 1y cimcra o vaso de cristal sostianse
uns bande ja © ciépsula contsnisuco %50 miiflitros dsl disolven-
te dessrrcllsdor o ds lu isise mévil, p. eje tolueno, el cual,
como ye& €e ha indicedo anteriormente ectd satursdo con el disol-
vente de ls izse ~cizcionnria, Pe 6Je propilenoglicols. La ocabed
z8 comin del pupel de Iiltro‘dividido 0 sl corto nlezado se
Immerge sn sl recipisiiie del ¢isolvente desarrollador, p. e).
8l tolueno 4isolvente no polar de la iase mdvil y que se ha
gaturadc con propilenogliacol.

Bl scteroide que se nz ds exeminar, disuelto en met?—
nol o cloroformo, se aplica meciante una micropineta én tna
caniluaa ae 10 & 500 microgramos aproximadémente en al punto
gituado aproximadzmente 4 em por usvejo del pliegue, despuas
que l& tira se ha cortado y esturado con la rase estacionaria,
Pe &]s opropilenoglicol, pero sntes de meter la cabezs comin
de las tirse usntro uel recipientes Este luezo se cicrra con

la Tapa de oristel y se sells con un mastic ¢ pasta ae glice=

rina y almiddn, que ss prepara cslentsnde 9 g de fécula o gl
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middn soluble y &C g de glicerina hests consistencia clare a
140 grados centigrzdos,

Bl 1icuiao ae ir iszse movil 1luye lusgo por adsorcidh
gobre el »newpel ue Tiltro suspenvido nacia absjo y z:&i "dessrro-
lla* la tira. Betas tires se desarrollan dursnte cusiro & Se-
teuts y aos norass o mis seglin el cistema disolvente y el este-
roide partioculer Lratados Dsspuos del conveniente degarrollo,
qua depsade de iz movilldad we los compuestos, se cecan las |
tlras de papel s lo Temperaturs del locgl por mnscio de un Ven-
tlliador y luego se trgten con una digolucidn de diez milflitros
de nitrato de plswd ¢,1l n (AgNes), 8l que se han sgregadc diez
gotas de nidroxiac we =mmonio concentrsdo, y cinco mil{litros
de hiardxido s0d4ico al ¢inoo »or cienioe EL &rea ae La tira de
papel que contiene sl estsioide adquiere ung colorscidn pards
a8 negrae. Lavando el papsl con ul tiosulfato sdédico al diez por
cientwo (Na,3,0z) se impiae toda ulterior mctumcidn del nitrato
48 plata y se uisuelve el Oxido de platsa (8g,0), con lo que se
Obuleila un contraste de color opisn wmerocado entre 1la manciha o
gota de euveroide y el 1ondo del papel. Bl dessrrollo o revelg-
do del nltrato de plat& puede apiio&rSe para identirticar estew-
roides conieniesnuo grupos reductores, p. 6j. la cadens latersl
de cetol (hluroxi~cetona) como courre en las hormonas de la
corvezs de lss suprarrensles. Jlternstivamente eierias manchag
de esteroides pueuen hacerse visinles sprovecisando su racultad
de absorver luz ultravioleus, segin Haines y Drake, Fed. Proc.
Soce Biole Chem. 9. 180 (Marzo 1950). Estes desarrollo o reve-

lado pueas aplicarse en el caso de esteroldes con un sistems

de doo;e enlace sonjugado, pPe. @j. la progesterons.
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Lo trazd o mancha de ssieroide, presente gl prinei-
plo en el pwilo ds apilcacidn se comprusba qus Se he trasladado
con ls zgse movil en una aisiancis proporcional inversaments a
su atracelon hacia lz ruse eviaciouarie y depencients tambidn
de su coetficiente de dietribuaidn entre los dos disclveutes y
del coericicnte de adsorcidn-elucién existente entre el papel
de 1lltro y el gictems disolvente. Lz arinidad para la inge €8
tacionaria, pe @je 6l propilenoglicol, es la mixima pars los
GOmpPuUesSLOs es5Ter0ldes con el nimero wayor ue grupos hidroxl y
POr conelguliedl® 68u0s COMDUsE WOB S6 geparan ael punio de apli-
cacidn més lentamente que lo nacen los ssteroides que contiensen
un DUMero mMeLoT aa grupos hiaroxi. La desoxicortuicosierona, con
tres audmos ae oxizeno, es l& que se traslads mam répidamente
entre los cortigosteroides conocidos, mientras que lcg cortie
C08Teroides Gon cuslro Atomos de oxizenc e mueven mis lenta-
meilke y los corvicosveroides con ciuco ALOLOS ae oxigeno son log
que e mueven mas lentamente de LOuOS LOS cortlceosteroides co-
nociao®e. El siguisule auaaro I presenta algunos des Los coriicosd
teroides couociuos segﬁn 6l numero de Atomos de oxigeno Yy st mo-
vilidad:

Qundro I

Nombre
¢} pProzeciaronsa

Cg ll-desoxicorticcsicrona
17-nidroxiprogesterons

oy} ll-dehidrocorticos terons
l?-niuroxi-ll-desoxicortioosuerona(s)
Corticosverons

o 17-niaroxi-ll-deniarooorticoaberona (%)
17-hiaroxicorticosterona (F).
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Une comparscidn de alsuno de 1os ¢18temss disolven-
tes en relaciom & Llu ilaentificacidn de zlgunos de los wipos de
es1eroided oouTeulsiuo diversos NimMsros de atomos de Owigeno,
se llustre an el glguiente ocusdro II, dsl cus reculta que un
sl stema que emples &.er dievtilencglicol-monostilico como la ra-
se estaciousria ¥ ol metilciclonexsno como la igss movil permid
te dizersuciar e ideutizicar &duellog e8ler0lues (ue SOu MONOY
poleres y nhor cousiguiente mEE ripildameive moviles Que 1a cor-
ticosterona, en taillo qus el sSivuemg disolvente de proplleno-

glicol-tolusno no es tsn exickZ bajo eg8te respeciCs
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Cuadro II.

Moviliduwes reismiivas de algunos esteroidess en eromatogramas

de papel (orden descendente de movilidad) #

Sistema propilenogliocol-tolueno Sistsma carbitol-metiloiclohed

xano

progesterona

endrostendions

testosterona
ll-desoxicorticosterona ll-desoxicorticostsrona
1l7-hidroxiprogesterona , 17-hidroxi progesterons
ll-alfa-hidroxiprogssterona «-alfg-,2l-dihidroxi-4-
(U-III) pregneno-2-ona®*
CSorticosterona &0~beta~,21l-dihidroxi-4-

pregneno-d-ons
l17-hidroxi~ll~decoxicorticoste~ ll-alfa-~-hidroxiprogsstero~
rona (S)* na (U-III)

a&-alfa- 2l-dinidroxi-4-pregneno- 17-hidroxi-lledssoxicorti-
Z-ona* costeronam (S)*

20-beta-,Zl-dihidroxi-4~pregneno-
d-ona

l7-hidroxi-ll-denidrocorticosts=-
rona (E)

Dihldroxiprogesterona (U~I)
17-hidroxigorticosterona (F)
(Los est6101des que 88 11U8Van m&as (egtos esteroides ss mueven

répidamente so encusntran al prin-  mas rapidpmente que los de
cipio del aguadro) la columna de la iug uiarda(

halldndose o la cabeza del
cuadrg los de movimlento
mas rapido)

*no distinguivle en este sistema *s1stinguible en este sistema
¢ orden de movilidad HO > Scterss >cetonas en ouglquier posicidn

en todas las combinsciones dsdas,.
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Nos rsferiuwocs ghora & los adjuntos dibuios que son
reproducciones fotograficas de slpunos rssultados ansl{tiaeos
obtenidogs por el wétcdo del presente lnvento o gue se relacio-
nan con sl presente invento.

En los dibujoss

Le 1ig. 1 es une Ictcgraifa que varanzona los mode-
los o imigenes dsl anilisis infrarrojo de ll-cetoprogesterons
auténtica y el compuesto U-VI, identificado como 319 DHP 108.
En sl ejemplo 1 e hrce ruferencia & scta figura.

La fig. & ec uns iotogrsf{a que comprre los modelos
o lmagenes de difraceidn ds rayos X de ll-cstoprogecterona aue
téntioca y el compuesto U-YI, identificauo como Z19 DHP 108.8.
En el ejemplo 1 se hacs rererencia a esta fisura.

La fig. 3 es una fotograffa qus compare los resul-
tadog del anilisis intrarrojo de varios compusctos ssteroldes
citudos en el ejsmplo 1.

La fig., 4 es una fotograf{a de un cromatograma de
tira de pspel de ll-cetoprogesterons y el producto de oxida-
cidn por cr205 de U-ITI, designsdo U-VI, demostrandc ser los
mismos.

Las tigs. 65 y 6 son zotograffas de crometogramas
de tira de papel de productos de bio-oxidameidén de 1z 1l-deso-
x1;17-hidroxioortioosterona ( compomnd §), cromgyogramas que en
los sjemplos 4 y 14 (2) 88 ocltan como 549 SHE 32,

Lag figss 7, 8 y 9 son rotograffas de oromatogramas
de tirs de papel de productos de bio-oxidacidn de 17-glfa-
hidroxiprogesterona, ocitados en los ejemplos 5 y 14 (1) como

349 SHE 56,37 y %8.
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Ls fig. 10 88 una 1otograife de un gromatograna
de tira de panel de productos de pbio-oxidscidn de Proges Tero-
na, cltrdos en el ejemplo 7 como 349 SHR 40 Py.

La fig. 11 ee un cromatogrsme de tirs de papel ue

producios ue pio-oxidacidn de progesterons, citados en el eJam-

plo 8 como 363 iIU 21.

La fig. lz e8 una roiozraiis ye un cromatograma ds
tira de papel de un prouucto ue pio-oxidacidn de progesterona,
0ltado en el ejemplo 10 como 49 SHE 44P.

La fig. 12 es vamuidn uns 10t0ograiia de un cromatoe
gramg de tlra de pspel ue proullcuos de bio~oxidacidn da Pro-
gesterone, cliauos su el cjempio 11 aomo 349_333 44Pa.

Le 1ig. 1o es una zoivogratfa de un cromatograms de
tira de papel de proauctos as bio-oxidezoldn de 11 desoxlicorii-
gosterona, citados‘eu sl ejomplo 12 como %67 MIU 22

La fig. 14 s ung Qoapgraiia de un cromatograma de
tire ae papel ue producios us vio-oxidacidn de 17-gl fa-hidro-
xiprogeéterona, citados en el ejemplo 14 (3) como 549 SHE 22.

La fig. 15 es una roiograiia de un cromatograms de
tira de puapel de prouuctos de pio-oxidsaidn de acetato as 11-
desoxi-17-hiaroxi-corticosierona (aocetato del compound 3) cita<
dos en el ejemplo 14 (6) como %49 SHE 8l.

La 113. 16 o8 una rotograiis ue un cromatograms ue
tira ue papel ue proaucios ue v1o~0xiageidn ue aceteto de 1l-

desoxicoriicosierona y ue ll-desoxicorLiGOﬁuerona, clizdos en

log sjemplos 14 (7) y 14 (8) como %49 SEE 21.
La Ti,e o7 o8 uns T010g8raiia ae Un cromaiograma ae

tira de pzpel de prouucios de vio-oxddacidn e ll-decoxi=lT-

/
~
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hiaroxicorticosisrons (compound 5), citawo en el ejsmplo 14 (9)
ooo 849 SHE 20

Le fig. 18 es una fotograffas de un cromatograms de
tira de ptpel de productos de bic-oxidacidn de ll-desoxi-17-
hidroxicorticostsrona (compound S) y acetato de ll-desoxli-l7=-
hidroxicorticoatsioha {acetato de 3) ocitados en los e jemplos
14 (10) y 14 (11) como 349 SEE 26,

Ia fig. 19 es una fotograf{m de un cromatograms de
tirs de papel de productos de bio-oxidamoidn de ll-degoxi-17-
hidroxicorticosterona (compound 8), citudos en el ejemplo 14
(12) como 349 SHE 48.

Las figs. 20 y 21 son iotograrfss de cromstogramas
déltira de papel ds productos de bio-oxldacidn de mndrostendio
na, citadoe en el sjemplo 15 (1) como 249 SHE 70-3.

La fige 22 es unaz totograifa de cromatograms de ti-
ra de papel de productos ds bio-oxidacién de colestengna, cita-
do en el ejemplo 15 (k) como 349 SHE 70-2.

Lz fig. zﬁ‘es una fotopratzfs de un cromatogramas de
tirs de popel de productos de bio-oxidacidn de ergostermae,
clitado en el ejemplo 15 (3) como 349 SHE 70-l.

Ia tig. 24 es uns fotograffa de wn cromatograma de
tira de pepel de productos de bio-oxidaoidn de ergostercl, oi-
tado en 6l sjemplo 16 (4) como %42 SHE 70-4.

Le fig. 25 o= uns fotograffa de un crometograms de
tira de pipel de productos de bio-oxidacidn ds progesteruga,
citado en el ejemplo 16 como 349 SHE 53.

La fig. 26 es una fotograff{s de un cromatograma de

tira de papel de productos de bio-oxidacidn de progesteronsa
y 14
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citado en los ejemplos 17 (1), 17 (4) y 17 (5) como 349 SHE 47p

La tig. 27 es wna iotogratfa de un cromatograms de
tira de pzpel d¢ productos de bio-oxidacién de progesterona,
cltado en los sjemplos 17 (&), 17 (3) y 17 (86) como 349 SHE 40

la fig. 28 es uns zotogrsifm de un cromatograma
de tira de papel de productos de bio-oxidacidn de progestero=-
na, cltado en los ejemplos 17 (7) y 17 (8) como 349 SHE 47,

La fig. 29 es una fotogrsatis de un cromstograma de
tira de papel d& productos de blc-oxidaocidn de progesterons,
oitado en los ejemplos 17 (9), 17 (10) y 17 (14) como 49 SHE
47, | |

Le fiz. 30 es une fotogrstff{a de un cromstograms
de tire de papel de productos ce bio-oxidacién de progesterona)
oitado en los ejemplos 17 (1)y 17 (12) como 349 SHE 40,

la fig. 31 es una totograrfa de un cromatogrsma de
tirs de pupel de productos de bio-oxidacidn de progesterona,
oitado en los ejemplos 17 (13), 17 (16)y 17 (16) como ©49
SHE 50 |

Las Tigs. %2, 53 y %4 son fotograi{as de cromato=
grgmas de tira de papel de productos de bio-oxidaocidn de 11-

desoxi-corticosterona, citeédos en los ejemplos 17 (17), 17 (18

S

y 17 (19) ocomo 249 SHE 50.

Le fig. 35 es una totograffa de un oromatograma
de tiras de pepel de productos de bio-oxidacidn de preogestero-
na obtenidos del filtrado del caldo de Termentacién, oltado
an el ejswplo 18 como T49 SER 41.

Lz fig. 36 es une fotograffa de un cromatograma de

tira de papsl de productos de bio-oxidacidn de 11-alfa;hidrox1
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progesterona (U-III) reféridos sl ejemplo 19 como 349 SHE 7Z2.
Los rsctores comprendicdos en el preocedimiento

Zaffaronl y ocoleboradores son esencialmente los siguientes:

8) la &afinldad ce los compuestos esteroides de di ferentes
poleridades respecto &l més polar de dos disolventes. Asf

loe compuestos ssteroides mAs polsres, como los que contienen
un grupo o grupos hidroxi, tendréan mayor straceidn respecto

8l disolvente polsr que los compuestos menos polares, como

los gue no contisnen grupos hidroxi, lo cusl en parte deter-
miné lg 1ase en que el esteroide se encontrara y ocon qué rapi
dez Se movera su huells o mancha; b) el coeficiente de distri-
bueidén del compuesto esteroide gue es ha de exeminar, entre
dos disolventes no miscibles, con 1o cusl se aceterminsrs en
clerto grado la isse en que se encuentra el esterclde, o ses
en ol cual de los dos disolventes fnmiscibles ez presente Sste,
y tembidn la velooldad Ge traslado e su manchas o) el coefi-
olente de sdsoroeidn-elucidén del esteroide examinado, colocado
en ung tlra de pupel de 1iltro prevismente tratado y expuesto
& ung mezolg de doe aisolventes inmiscibles, lo cual también
determina en cisrto grado la rese en que se encontrars el es-
terolde y la velocidad ocon gue se trasladerd su mancha.

La combinacidén de sstos tres fectores determina

el punto husia el que lz mancha del esterolde se moveré.sobre
la tira ae pzpel oromatogritico eon relsoidn s ls mancha 0 huq-
1la de una suctancie conocidae. L8 durgoidn que sl dessrrollo

de la tira necesita & través de la inse mévil, carece de 1m-

l

lacion a un control conccido es lo que identifica 81 aompuesto

|
|
{

portancia, ya que le locslizacion relativa de la mancha con r%—
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analizado por escte método. Rato aparecers izscilmente de la
observacidén atenta de lus roiografias ae los cromatogramss de
papel, gue scompziian & loe gigulenisg ejemplos y que se iden-
tiflcan en ellos. Cada maucha sn ¢l cromatograma de papel se
ha de envender que ldsntirices wn compussto esteroide indivi-
dusl, moviénuose Was rapidsmente los compuuSios menos polares

y tragladdnaose z una posilcion mae alejnds del punto inicial

’

que loe compussios ssteroides mes noisres y mas altamente oxigI-

nsdos, que se nou examinedo en el mismo ensayos. No solamenie e
as{ posivle identificar cuzlitativomente el compussto esterol-
de exsminado, ©ino que vmwuien por oompﬁraoiénldon un control

edscusdo de cantidad conoclda eg Lrmbien posible ueierminar

la centiuad aproximsax uel compussio particular. Por consiguien-

te ez posiuvle dvterminar 1z conversidn pio~oxidative gproximg-

da ue uu szveroide asterminiao de peartida en uiversos weriva-

dos mds zltamsnte oxigenauosy la cautidad del esterolde empleas-

do en laz apiioacién primiviva sowrs le tira, sienco cououlda,
@8 suricieonte una sencilla observacidn usl wulnero ue munchas
de los dl ferentes compussiod ssteroides més altamente oxigens-
dos y unm compsrscién de la clsridad o densidad relativas pa-
ra poder apreciear aproximadszmente la cléise de conversidn y los
rendimientos av lg pio-oxidacidn de un esteroidse particular
o de otroe productos de transrtormacidn.

Los siguientes ejemplos deben entendersas Gnicsmente
como iluevrativos y en ningln csso se hen de considerar como

limitativog del invento.
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EJjemplo 1.

Oxldacidn de progesterona (266 HCM 179,319 DHP 95-108)

& 4 litroe ve un cultivo continuado durante $2-48 ho-
ras de RH 176 (raze Rhizopus arrhizus se incorpord un gramo
de progesterons en 50 mililitros de acetons hia es{ se preparé
una suspension del estercide en el 1fguido ds cultivo. Este
cultivo se incubd luego & la temneraturs del loasl durante 48
horas. 41 final de este tismpo el ©vH del modio era de 3,6 y el
lfquido ds Termentscldn y el micelio se extrajeron sucssiva-
mente por tres veces con un litro, por uns vez con dos litros

¥y por otrza vez con un litro de cloruro de metilenoc. Los extrao

tos del cloruro ds metileno se reunieron ¥y levaron por 408 veel

ces con 400 milflitros cads vez de disolucidn acuosa de blosre
bonato 96dico al 2% ¥ por tres veces con 500 milflitros csda
vez de agus destilada. Bl extracto de cloruro de metileno se
svapord & sequedad al vaefo y el residuo seco se recogld en
50 milflitres de dloruro de metilenc. Ls disolucidn se puso

en una capsuls de cristal de 100 milflitros y se evapord me-
diante uns corriente de aife. ¥l resfduo sdlido gus pesaba
1,585 g., se cieolvid en 5 milflitros de metanol caliente y
se daejdé enfriar poco & poco & lz temperstura del loocal. Se se-
pararon 75 miligrsmos ae cristales ocon punto de Tusidm de 245«
249 grados cent{grados. Hstos cristales se designaron por U-I.
Los cristales se disolvieron en 5 miMi{tros de metanol y se 11
traron en un tubo centr{fugo ¥y despusés del enffiamientq dio

4 ok - o -
la solucion un reandimiento de 2% miligramos de oristales UeI

L~

oon puntoc de tueidn de 246-248 grados cent{erzdos. por el mé-

todo de Zaffaroni dsl cromatograma de papel, como anteg 8e hg
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indicado, emplsando 6t er dietileno-glicol-monoetflico como ‘#m "
fpse estzcionaris y metilciclohex&no como 12=a mévil, e8tos
eristales produjsron una gnica manchs més polsr que la progess
terona. Las microcombustiones indlceron ls iijacidn o adicidn
de wos &ftomos de ox{geno s ls woléculs de progesterona, como

. ’
g8 indica & continuacion:

Analisis: ealculudo para progesterons ¢ 80,22 H 9,56
" " dihldroxliprogestsrona ¢ 72,8 H 8,7
hallado para U-I c 72,8 H 8,6

#n el snalisis infrarrojo el compuesto U~I presen-
t8 més ae un grupo hidréxilo, pero por otro Lado conservaba
la estructura bisica Z-ceto, delta 4- y 20~ceto de la proges~
terona, como puac comprobsrse por sl anslisis intrarrocjo.

Acetilendo el compussto U-I utilizando 0,3 milfii-
tros qe piridina y 0,3 miiflivroe ue anhidrido acético para
9,0 miligramos de U~I, desjando ln mezela reposar a la tempera+
tura del local durante 16 horas, agrsgando 12,5 mil{litros
de sgus y reposando huGVaﬁente durénte una hora g la tempew
ratura del local, y enfrisndo par® obtener cristales, se obh=-
tuvieron 647 miligramos de dlacetzto osrisgtalino con punto de
fusidn de 1564-155¢ G y el cusl se uesignd por U-II. LOS ané-
lisis infrartojos de sste compussto revselaron la 2usenocia del
grupo hidroxi y la presencia de nuevosg grupos acetoxi.

ias aguse madres del primer compuesto oristalino
U-I con peso ae L,b gramos, se privaron del aisolvente por

eireacidn, se disolvieron en o0 milflitros de nenzol y se oro

matogratisron s 5 i ;
g 8 obre Oxido de sluminio (51305) oomo puede Verf

!

is
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se en el cusdro III. 50 g de aldmina lavada con &oido, secada
a 45 grados cent{gradds, ge utilizaron como adsorbente y se
utilizaron porciones ue 10C milflitros ce cicolventes para
desarrollar la columna (vézse ocuadro iII). A bece da los aes-
tudios ue los cromatogramas de papel seg&n Zaffaroni, se en-
contrd que 1la irsccidn 4 solo uabs una mancha méas poler qus
la progectlerons Lsro menocs polar que un segundo compuesto,

el U-I, descrito sntsriormsinte y (e ce preseniaba en las
frecoiones g1 & £3.

Ls fraceidn & Se disolvid en uos mililitros de me-
tanol calisnts y se i11tr0. ysspuds us entfrizrse durante la
noche, se obtuvisron 171 miligrsmos de cristsles ae un com-
puesto desiguado por UfIIIvQOH panito ue iusidn ae 166—167 gra-
dog cent{grados. Le recristalizacidn en ? mililitros de meta-
nol produjo 98,7 miligramos ue U-ITI con punto de Tugién da
166-167 pradoe centigredos y con un {g@f& 56 = 4 1758
(C, 1,0127 en cloroformo)e. Lzs wicrocombustiones sefialaron
la adicidén de wi : womo ua oxigeno z la progesterona.
Analisis:
galoulado para monohidroxiprogeéterona: C 76,4 H 9,10

Hellado para U-III ¢ 76,66 H 8,9&

Los anilisis inirarrojos ue U=-IIT inuicsron la pre-
8encig ue uil Sruno hidroxi y Lz moléculps vasiocsa ae la proges-

terona.

51
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Guadro

06 o=

II1

Gromuuogreiis el 41,0,

do wioldgiuo

d4e progesterona trensiormada por méto-

kmpleanuo ios organisuwos xH 176 (Rhizopus arrnizus).

anslisis con

Fraceion ulsolveuts Peso uwel resi- oromatogramas
e auo 8en mg én Papel
1 Woll0 eil0 180 manchas nulas
& nencenoc , &y 2
o venceno + Jp ater 12310
4 venceno 4 85 éter 246,6 mancheg noles
5 benceno 4+ 10% eter 162,9
6 bencenc 4 10% éter 18,0
7 benceno 4 10% éter il,2
8 benaeno + éter 128,2 manchas nulas
9 benceno + 50% éter 33,6
10 éter 16,1
11 §ter , 15,4
12 ster 4 8% CHOlz 3,8
13 9ter + 5% CHClz 2,0
14 gter 4 10% CHClg 2,4
15 ster 4 1 03013 3,6
16 gter + > CHOL® 3,56
17 ster 4 . CHClgz 2,1
18 CHCly &,5
19 UHCLl3 ] 222,6) Fraccidn a
20 CHClz 4 56 acetona 167,9) Unicsmente una manchg
2l CHClg + &b amcetona 3,5 e8 més polar que la
o progecterons. Una mez
cle de z manchgs, une
glmilar 2 la fraccion
20, la otre mas polar
que le fracoidn 80.
a2 UHCly + 10% acetona 17,5
28 CHOlz 4 10% acetona 8,7 :
a4 CHCly 4 50% acetona 30,9 3olo la mancha que se
5 1 50 ; 1 mueve mgs lentamente.
&8 CHCly + acetons 6
26 scetona 15:0 8clo 1la Jjaanchs que se
meeve mis lentamente.
a7 acetona 8,4
28 acetona + 5% MeOH z5,0
29 acetona 4 5 MeOH 4,6
30 acetona & 10% MeCH 7,4
81 acetona + 10% MeOH 1,4
32 acetona + 50k MeOH 8,1
&% acetona + 50p MMeOH 5,8
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Ia posicidn del grupo hidroxl en U-III ge somprobd
estar en ls posicidn 11 meciante oxidacidn de %0 miligramos
de U=III en 0,5 milflitros ue doido meético cristalizable,
empleando wn milflitro oe /cido scético erlestslizable conte-
niendo 5 miligremos de Gxido erdmico y 5 microlitros de sgue
y dejasndo la mezcla reposar durante une hora & la temperature
del loomle. Unss gotss de metanol se agrsgaron luego y deﬂpués
de 10 minutos el metsnol se uiluyd a 45 mililitros con sgus,
se extrajo la disolucidn con tres porciones de 15 mililitros
ceads una a8 cloruro dae mstileno y luego finalmente se avaporé
el oloruro de metilenos El resfduo se cristelizé en ¢,5 mili-
1itros de metznol con un rendimiento de 19 miligramos de una
tricetona U-VI, con punto de rusién de 172-175 gredos cent{-
grados y un [gifé] §5= 4 227 gradoe en cloroformo, viniende
indicsda la estructura as ls tricetona por analigis infrarrojd
Gtrosc =nalisis infrarrojos demostraron que los nusvos grupos
cetdnicos solo poaian estar presentesen lse posiciones 1, 7,
11 o 12. No ge conoas niugin l-cstostsroide ngtural o sinté-
ti00s. Las constsntes 1f{eices de la hidroxiprogesterona U-II
no coinciden con las d8 lg lR-plfs-hidroxiprogesterons ‘pun.
fug. 200-208 grados centfgrados; Zgifa %7= 4 205 grados
(c, 1;0 en goetona) (Wettstein, Helv. Chim. Acta 21, 1963
(1945))}‘o con lz-beta-hidroxiprogesierona i pune. ius. l64-
167 grados cent{grados, después de enfriar funde nuevamente
g 195-198 grados centigrados, Z?ifé] %5= 4+ 205 (¢, 0,502 en
acetona), (Reichstein, C.A. B6, 2261 (1942))] . Esto deja

inicamente 1las posiciones 7 ¥y 11 para el nuevo grupo ceto del

aompuesto U=VI,

Se
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Una compsracidn de las constentes fisicas in-
dica que la tricetona (compuesto U-VI) es una ll-cetoproges-
terona f pun. Ius. 172-176 grados csuiigredoss Z;lfé] %5
= 4 238 grados i 82 C (6, 0,9 en zcetona), (Reichsﬁein, Helv.,
Ohim. Actz 28, 684 (1940); ibid. 26, 721 (1942));. si se 1a
compara con la ll-celo-progesuverona autentics madiante zndli-
sis infrarrojo (fig. 1), difraéceidn de rayos X (Pige 11), cro<
matogref{e en papel (téenica de Zufisroni) y exémen asl pun.
de zTus., S8e comprueha gue sl compussto U-VI es idéntico a la
ll-ceto-progesterons asuténtica (véasse rig. 4). »

Las conStanfee iisicas del sconnuesto U-III no
coinclden con Las ae in li;beta~hidroxiprogesterona'f pun.
fus, 187-188 grados ceulisrudos: [glfé]. i?s + 222~225 gra-
dos (G, 1,75 en szcetona), ( Saoppees y Reichstein, C.&. 36,
webl (1943));. Por consiguienté como U~VI demuestra que el
ox{geno ve ha introducido en la posicidn 11, U-III debe ser
uns ll-alfa-hiuroxiprogeetercna.

<0 miligramos del compuesto U-III Se zcetila-
ron emplesiluo ©,6 milf;itros de piridinz y 0,6 mililitrosvue
anhidrido acdiico. Despuds de 16 horse a la tempsratura del
locai, ga sgregaron zb miliiiivos de 22UBe Después ae ung horﬁ
se enrrid la prepsrzaidn peré necerla cristslizar. Jos crista<
les rormficos se lavaron ceon agun y €S8 sacsron produci endo 16,1
miligremos de un monoacstato U-V, con un punio de rusidn de

175-177 grados centigrsdos. Bl anilisise infrarrojo inaicd la

acetoxl.,

Mioroanalisis elsmental:
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Caloulado para monoacstoxlprogesterona: 74,0 8,85

Hallado 74,33 8,78

La fig. & es une iotograifa para coupsrar 1las cur-
vag Infrarrojas us algunoe ue Log compusstos antes citados.

Bjemplo 2.

Oxddncidn ds L progesterona (226 HCH 206 PP, 19¢ GBS 244)

A un cuitivo dursate x4 norse us loe orgenismos RY 176

un gramo ae progesterona en 50 mil{litros ae acetons, despuds
de une incubcidn y sgitucidn en preseucia ds aire durante
24 horas, el cpluo ue lo iermeniscidn se extrajo como se ha des-
erito en el sjennlo 1. Log extractos de cloruro de metileno
g6 laveron doe veces con $C0 mililitros ue bicarbonato eddi-
co a1l 2% y otras uos veces con o0C milflitros de agua desti-
leda, los extracios reuniaos se secaron con un minimo de sul-
tato sdaico anhiaro ¥ 6 milflitros de esta disolucidn, que re
presenian & miligrzmos de lv progesterona primiviva, se utilid
zeron psre loe snflisis de oromatogremas de pepel segin Zaffs.
roni, empleando los uisolventes uiilizauos en el sjemplo 1.
Eotos anilisis indicaron uns conversidn o vrensformaoidn ele-
vade en lg li-sliz-hiuroxiprogestaronss Kl sxtracto remanents
de cloruro ae mwiileno 2e svapord a sequednd aon uns corrientg
de aires. El resfauo sdlido (1,584 g) se ¢i180lvid en 100 mil{-
litros de beuceno y se Separd por riltracidn una trsccidn ine

goluble (190 GBS &44-&) de 145 miligramos. ®l punio de rtusidn

de estie compussto era ue 190-25C grauos centigrados. Un total

de 90 miligramos wel compuesto U-I, pun. 1us. 230-240 greados

e e e e . . e -‘_‘_ _-__M
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centfgrados, se recuperd como orisialss dlsolviendo la frag-
0idn insoluble (145 miligremos) en 20 milflitros de mcetons
calentandc, concentrando la discluecidn a 10 milf{litros y en-
friando. Los oricts les formados se exsminaron luego por el
cromatogrema de papel de Zatfaroni y presentzron um pun. de
fus. qus indiesdn ger un compuseto dihidroxi, ¢ sesz el com=
puesto U-I. Bl #iltrrdo, gue contenfa 1,429 gremos de sdlidos,
se cromstografid sobre ls columns de slimina (Alapzj (cuadro
I¥) por lx tdeniom ueserits en el ejemplc 1, empleando por-
ciones de 100 milf{litros de disolventes parg desarrollar la
columnes L& fraceidn B de la seperacidn cromatogréfioa (cua-
dro IV contenisendo 571 miligrsmos de ls ll-glfs-hidroxipro-
gesterona (compussto U-III) Se aicolvid en 20 mil{litros de

] ’ . - -
metanol, se agregsron a la disclucion L0 mil{litros de sgua,

' - ¥ s
se colentd le dicolucidn y lusgo ge enfrid en un refrigerantes

F— R
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Cromatograf{a en 41,05 de progesterona bioldglcamente transford

mads

Utilizando orgeniswos nH 176 (Rhizopus arrhizusa)

Fraceidn Peso uel ruciduo  Andlisie en papel
No Disolvente en mg cromatograiico
1 benceno 208
] benceno . 12
ol benceno + up sier 4
4 pbenceno + Yo emer 14
5 bencsnc 4 10% ater o
6 benceno 4 10% Ster 19
7 seuceno + o0% Gier 7
8 peunceno + o0% suer 19
9 aver 4
10 Sver 16
11 ater + Bp CH015 8
1z éter + 5 CHClg 4
1% Sver &+ 10p CHC1S 0
14 ever 4+ 10% CHClg 0
15 euer 4 50% CHClyg 4
16 sver + 50% CHClyz 2
17 CHClz 11)
18 CHClz 365; Fraceion B
19 CHClg + 5% acetona £690)
&0 CHClz + Dp scetona 60) Unics manchg ase 11~a1fa-h%_
21 CHCly + 10% acetona 16) daroxiprogesterona U-III,mBs
trazas de otros tres com-
pusstos mes lentamente movi
' lesgoa
22 CHClz + lg% acetona 22 Mezcla de dihidroxiprogeste
23 CHCly + 50% scetons a7 rona Us.D. y dos compuestos
24 CHOlz + 50% acetona 37 mas polares.
Frecoign 24 la misma que
25 scstona &9 fraocian Z2, pero 2 manchas
&6 socetona 43 més debilas ¥y una tercera y
27 acetona # 5% MeOH 16 ouarta mas fuertes.
28  acetona + 56 Me(H 24  Freccidn 26 compuesto menosd
29 scetona 4+ 10% MeOH 4 polar gus las dos manchas
20 acetons + 10% MeOH 0 en fraccidn 22, pero més po-
&1 acetona + 50% MeOH 1 Lar que 11-alfa~hidroxipro-
_ gesterona, U~-IIX.
82  acetona + 50% MeOH 23
33 MeCH 9
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Cuadro v 12 parte
Fermentacidn
Progesterona vol. del  puracién )
Ensayos sgrezads med 10 fnoubacion Designacion
me litros horas
£66H0IL79 1000 4 48 ¢19DHP95
&66H0MLO5 1200 4 67 299BIML95
R66HCHZO 6P 1000 4 4 S29RBO6BO
266HCHMA0SPB 1000 4 30 190G6R3244
266HCM21 2 3000 10 &4 Z29RB0O63
Cuadro v 22 parte
Fracoiones obtenidss en la columne 31205:
Progssterona  1ll-slfa-hidroxi- dihidroxi- Otros pré-
Enssyo mg progesterons progesterona duectos
U-III U-1 trangfor-
mng mg macion
L6E6HCMLT79 0 391 l4z 18
| 266HCML95 o 807 222 95
£66HCMZ0 6PA 0 571 226 94
& 66HCMR0 6PB 0 471 265 120
266HCMR12 1620

1260 76 (
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de egregaron otros 20 milflitros de aguz y Se con-
tinud 1la refrigeracién. S3e produjo oristalizacidn ¥y S8 recu-
pereron 300 miligramos ae cristales sscos 'de ll-glfa-hldroxi-
progesterons (compuesto U-III) eon punto ds rusidn de 165-166
grados cent{grados.

Un recumen de cierto nimero de bic-oxidaciones se
pregents en el cusdro v

Bjemplo 2.

Oxidsncidn de orogesterona (%66 HOM 218,358 YRS 5).

Un milf{litro de una suspensidén salina fisioldgica
esteril de las esporas (conidig) de uns placa de cultivo ds mgl-
ts, agar y edamina de 10 mililitros (oultivo durante cinco
diae) se utilizd prra inocular un meiio esteril de 150 milili-
tros de 2% de edamina, 5 % de dextrosa, y 6 % de agua ds ma=
ceracidn de malz, y sgus de catierfae Bets cultivo de 150 mili-
litros se =zgit6 y zired sacudiéniolo durante 24 horas psra Ia-
voreaer sl crecimiento ripido y enérzico vegetativo. 100 mili-
litros as seste cultivo vegetativo me ugregaron & 4 litros de
un medio ecteril que por sacudimiento se alred y agitd duran-
te 84 horas, después S8g cgregsron 4 gremos de progesterons en
40 mililitros de metanol y se continud 1z 2ireacidn. Doespuss
de 24 horme y 45 minutos, g eliminé el medio por extraceidn
con oloruro de metileno como s s desorito en el ejemplo 1,
ampleando un total de & litros de cloruro de metilenos Se ela-
bord la disolucidn de clorurc de metileno vy se oconcentrd ob-

teniendo 4,38 gremos de resfduc. Bste material se cromatogra-

18 como sntes se ha descrito en el ejemplo 1 dando lge si-
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guientes tracciones (2568 VRS 5):

Fracciones Gompoeicidn Peso en g
insol. en benceno dihidroxiprogssterona (U-I) 0,635
| 14-16 progestserona ¢,694
&0=-22 ll-glfs-hidroxiprogesterons 1,994
- (U-111)
23=25 ¢olss (Comp. mono & d@ihidroxi) 0,437

digolvid en 15 milflitros as metsnol caliente, se agregaron
2 mililitros de szus y 8e 111trd 1z cisolucidns. Despuds de
enfriar dursnte la noche, s¢ recogiseron 1,15 gramos de pro=-

ducto eristslino con pun. fus. 163-166 grados cent{grados.

El roendimi

lina 1ué de &9 % (279 BJU 205). Tembién se obtuvo otra pegue-
fia cantidad de oristales.

Ejemplo 4.

en la posi

continundo dursnte 16 horss se incubd 1,0 gremos del compound

3 en b0 mi

ra del loc

trajo con
suceslvaue

mismo alor

oada vez con 500 mililitros ue disolucidn de bicarbonato sédiJ

199253 1

La fraccidn ll-alfa-hicroxiprogesterona (U-III) se

ento en (U-III) li-alfa-hidroxiprogesterons orista=

Oxidacidn de ll-desoxi-l7-hidroxicorticosterona (8)
cidn 11,

gmpleando wn cultivo de RE 176 (Rhizopus arrhizus)

lilitros de metanol dursnte 4 horas & laz temperatu-
gl (266 HOM 213) en presenciz de zirae.

El medio de Termeni&écidn con un pH de 3,8, se ex-
una poreion de z litros de cloruro de metileno y

nte con Lres porciones csda une de un litro del

uros Loe extrsctos se reunleron y lavaron doe veces

I

R 7_ N -
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co al 2 %» Los exiracloe ae cloruro ue metileno se reunieron

< - - £ s
y levaron wos Vveces csut vex o0 porciones de 500 milllitros

de sgus destilada. LoOS extrectos ue cloruro de metileno reuni
dog y lavados =8 privaron lusgo de aguf cod un minimo oe sul-
fato addico snhicro y luszo ge peré uel clorure ae met;ieno
por und corrisile ue aire. yna pequeiia porcién allcuota ue
resfauo se sometid al amiiisis uel prpel cromatogrético con
gl regultsdd ue Uuw aparecié une nueva mencha ligeramenie 0=
vil junuo con otra (349 sHE 8z). &1 total del resfduo e6li-
do, voun peso ué 1,5286vgramos g8 uilsoivid en usnceno y oroma-
tograiid sobre 4l 0y como ¢y inulca en el cuzdro VIs» Una ue
1ns manchas lentsmente méviles resaltd en 1s iraccidn C del
oromatogrema y £6 uuilizd pars sspnrar por ¢risvalizacion un
compuesto diferente uel walerinl wue partida, compound S. L&
jrsccidén ¢ con neso 76,5 miligresmos se aisolvid en 2 milili-
tros de mevunol caliente y se 111trd. mmpleanco una corriens
te ue nitrégeno se reuujo el vollmen a 1,5 mililiiros, con

10 Que se IOrmuron Orisuasluss 5St08 pesavan 152 miligramos

y wenisn un punuo ue iusion ue 198 a 10 grados centigrados.
Heoristaliiando en un mililitro de metanol calients se produ-
jeron 35,6 miligremos con punto de tusidn 225-226 grados ocen-
tfgrados. La recrictalizacidn de este dltimo producto a1é
oristsles puros fundentes a 2R2-225 gredos cent{grados (519
DHEP 111). Eote compuesto se oxidd en la posicidn 11 del ni-

6leo esterolide.

JE——
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c H
Anilisiss calculado psrs L7-hidroxi-
oorticosterona: 69,5 8,28
319 DHP 114,5 hallado: 69,66 8,20

Bjemplo 5.

O:ddacidn de 1l7-alrs-hiiroxiorogesterons en ls posicidn 1l.

Utilizando un cultivo continuado 24 noras ds RY .

176 (raze de Khizopus errhizus) se incubd 1,0 gramos de 17-

slfe-hidroxiprogesterona en 50 mililitros de metznol durante
48 horas # ls lenpereturn dnel local y en precenaia de zire
(266 HOM 214).

Se extrajo el medio ac isrTmentiacidn (py 3,6) con
2 litros de ocloruro de metilenc y luego sucesivamenﬁg eon
tres porciones comds ung do un Litro del mismo digolvente.
Los extractos se reunieron ¥y lsvaron dos veces con 500 mili-
1itros de une disolucidn de wicerbonsto sddico el 2 %e Luego
se reunieron los extractos ds cloruro de msiileno y se lava-
ron dos veces, oads vez con 500 mililitros de¢ agua destilada.
Después los extrzcetos de cloruro de metileno reunidos y la-
vados se privsron de sguam aon un minimo de sulfato de sodio
y despude se privaron del cloruro de metileno por destilacidn
gl vacfo. Una pequefia fraceidn slicuota del residuc praesentd
tres manchzs diferentes de 1l7-alfg-hidroxiprogesterons en
las tiras ae papel aromatogratico (349 SHE 26-38). Toda la
poroidn sdlidae de 1,8849 gramos se disolvid en bencanc y se

oromstografid con Al,0x como Se indica en el eusdro VII. Una

de las menches sobresalfa en la fraccidn B y las porciones

Solidas, 307 miligramos, se oristalizaron en un mililitro
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1ilgramos ue origiales rundentes a 178-210 grados centigra-

de metanol caliente. Después ae eniriar =e obituvisron 61 ml-

dose La reoristalizscidn en 0,5 mililitros de metanol produ-
jo 25 miligramos de cristales, con pun. fus. 219-222 grados
centigredoss Por nueva oristolizacidn se obtuvieron orista-
les purog oon Un puNto ae rusidn de 220-z2% grados centigra-
dos (319 DHP 1lll). Este compuesto estabm oxigenado en lg po-

giaidn 11 del ndcleo esteroide.

c H
anélisis; caloulado para 11,17-dihi-
droxiprogesterons 72,8 8,60
919 DHP 112.% hellado 78,01 8,66
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_ Cuadro VI

crometografis por Alp0p de 1l-desoxi-17-hidroxicorticosteronsa

(8) bioldgicamente transformada

Bmplesnco orgenismos RE 176 (Rhizopus arrhizus)

3 Analisis
Fraccidn Disolvente Peso del reaf- orome togre=-
Ke duo en mg mas papel

1 penceno

A uenceno )

3 benceno + 5% éter etflico

4 venceno + Bp éter etflico

6 benceno + 106 gier suflico

6 penceno + 10% gter etflico

7 penceno + 1Gs gter etilico

8 benceno + 50% eter etilico

9 penceno + 60% ster etflico
10 eter
11 eter
12 éter + 55 CHCls manches nuolas
13 éter + S CHClg manchag nules
14 éver + 10k CHClz manchsas nulas
15 eter 4 10% CHClg manches nulasg
16 éter + 50f CHCly
17 eter + 50% CHOlz
18 CHC13 mgnchas nulas
19 CHCly 52,3 manchas nulas
20 CHOlgz + 5 amoetona 20,1 manchas nulgs
el CHClz 4+ &y acsiona 6,4

L2 CHClZ + 10% acetone 5,6

P CEClz + 10% acetona 2,8

24 CHOlz + 50% acetona 7,5

&6 GHOlz + 50% acetona 9,0

26 acetona «2,5)

27 acetona 19,1)

28 acetvonu + &p metanol 62,9) mencha lentamente
29 acetona + 8% metanol 45,7), movil

30 acetona + 10k metanol 46,1) mencha lentamente
31 acesona + 106 metanol 27,8) mévil

o2 acetona 4+ 50% metanocl 44, 4) mgnoha lentamente
83 acetona + 50% metancl 14,1) movil
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Guadro VII
Cromatograria por 41,0, a8 L7-zltfe-hldroxiprogesterona pioldgi-
cgmenie trausiormada
Buplesnao orgsenismos RHE 176 (Rhizopus arrhizus)
) Anélisis croms-
Praccidn Disolvente Peso del reci-  togramas papsl
Ne . duo en mg
1 pence ero ©567,8 menchss nulas
Z penc eno o, 46
! benceno + % &uer etilico 5
4 benceno + o guer etilico 14 )
5 penceno + ener etflico 19 )
6 penceno + 1 g% gter etilico 17,7)
7 benceuo + 10% gter etilico 1%&,2)
8 penceno 4 éter etilico «l,4)
9 penceno + 50% dter etiiico v8,7) &
10 eter 72,3) 17-8lxe-hivroxi-
11 euer : T2, R) progezterone
12 gter + By CHCl, 47,9)
18 sLar + % CHClgy «8,2)
14 gter + 10% CHClys 12,5)
15 ster + 10% CHOlz 10,5)
16 ater 4 o0% CHClg 8,6)
17 ster + 50% CHCly 12,9)
18 CHGLly 54,2)
19 CHC1, 144,3) Una mancha y Lrazé
&L bHQlo + 0% moelong 87,9) B ae 17-slim~hidroxi-
21 CHOL, + Up szoceiona &C,R8) Progec Lerons
Zi gucly 4 10% aGwuL0La 92,6)
23 CHClz 4 10% aoceiona 16,2)
24 CHC13 4 o0% acstona 54,0)
2b CHC13 4+ 60k &@cetona 45,0
26 ace tona 126,1 contenfa dos man-
a7 pcetonsa - 61,9) chas
28 scetona + 5% metanol 61,2
29 acetona 4 5 metanol 27,8)
- 80 acetons 4+ 10% metanol 21,3)
L& scetona 4 10% metanol 10,9)
32 scetona 4 650% metanol 25,4)
33 acetona 4 60% metanol 6,8)
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Oxidscidn ds ll-desoxicorticosterona.

Bmpl eando un cultivo de RH 176 (Rhizopus arrhizus)
continuado dursnte 64 horas, se incubd a la temperatura del
5 local durante 54 horas un gramo de ll-desoxicorticosterona
en 4,0 litros del medio (266 HCE 186), ¥l 1lfquido de termen-
tzocion y los micelios se extrajeron sqcssivamente gon una
poreidn de dos litros y tres porciones‘cada une dse uﬁ litro
de olorﬁro ae metilanoce. 3s reunieron los extiractos de cloru-

+10 ro de metileno y se 1lrviron con dos vorciones de 500 milili-

- tros de aisolucidn acuosa &l 2% de bicarbonato sddico y fi-
. nalnente con dos porecionss de 500 mililitros de agus destila-
das 86 concentrd a gequedad el extracto de cloruro de metilew
no mediasnte una corriente de airs y el res{duo sblido me reco=

156 gid en 50 mililitros de cloruro de metileno. ILe disolucidén ge

transportd & un reaipiente de cristal de 100 cent{mstros oi-

bicoa y ss gve oord meuisnte una corriente de aire. El resf{duo
sdlido con peso de 1,4218 gramos se disolvid en benceno ¥y oro+
matografid en alimina (AL, 0; ) como se respresents en el cua-
20 dro VII 4. Ia freccidn B indicaba la formacidn ds tres ocom-
ponentes de movimisnto lento, predominandd una de las msnchaSe
Una poreidn de ssta frsceidn demostrd mctivided bioldgica, ¥
seiitld uns transformacidn de aproximadszmente el 5 % con refe-
rencia a la corticosterons en el ensayo hecho seg&n la prueba
25 de glicdgeno de higado de reta por el método de Papst y cola-

boradores, Endocrinology, 41, 55, (1947). El nmaterial restan-

te, 200 miligranos, se reoristalizd en un mililitro de metanol

|
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pare dar g6 miligramos de cristagles fundsntes a 180-189 gradog
centfgrados. Rearistsziizado esuve msteriznl por dos vecss a16
8 miligrzmos de cristeles fundentes & 190-192 grados cent{gra+
doS. Kl snéalisis infrorrojo sefiald la sdicidn de un grupo hi-
droii g 1lg ll-desoxicorticosterona por ls &ccién_del ocrganis-
mo RE 176 (%19 IHP 1C6, 226 MIU 61 y 78, 265 DAL &,4). El coms
puesto ll-desoxicorticosterona se oxigend en ls posicidn 11

por 12 acoidn del orgsnismo RE 176,




199253

cromatrograffa por 51205 de ll-desoxicorticosterons trensfor-

madé bioldzicamentes

52 s~
Cuadro VII &

Empleando organismos RE 176 (Rhizopus srrhizus)

10

sl

&b

" &0

25

Fraccion visolvente Peso del res{- Andlisis
e duo en mg Gromatogramaé
peapel
1 eter 230,3)
2 eter 155,0)
3 eter 15,8)
4 gter 4 1c@ CHClg 8,0)
. & eber 4 1 CHClg 2,9)
6 gter 4 10% CHCL? 1,5)
7 éter + 50% CHOlg 2,1)
8 éter + 50% CHOlg 2,8)
9 ~ éter 4 B0% CHOly 3,9) &
10  CHClg 5,8)
11 ch15 228,6)
12 CHC1g , 114, 2)
13 CHClz + 8 scetona 42,7)
14 CHClg + B acetona 17,9)
15 CHClz + 5% acetona 14,6)
16 CHCl3 + 10k scetona 10,8)
17 CHClg + 10% acetona 7,4)
18 CHCly 4 10k &cetona 6,9)
19 CHCly + 00% acetona 15,8)
0 GH015 + 60% acetonsa 8,7)
21 UHClz 4 acetonsa 24,5)
22 acetona 82,1)
28 scetona 14,4) B Tres componen-
b2 goetong 9,9) tes lentamente
25 acetona 4 5b metanol 84,0) méviles.
26 acstona + 5 metanol 22,%)
27 acetona + 5 metanol 12,8)
28 metanol 73,8)
29 metgnol 25,6)
15,6)

30 metanol
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Kjemplo 7.

Oxiducidii ue progesterona (266 HGM 199/150 T).

180 miligromos uo Di0guseorond sn unos tres milili-
Lros ae acetona se agregsron & iov0 mililitros del medlo (des-
orivo anteriormente), contenisendo 60 miligramos de f(ween 40
al tieﬁmo de inocular con acporas con RH 176. Después de 72
horas se hubia erectuauo lé conversion aomplets y‘aproximm-
damente el 30 % de la transformacién fué en 1l-alfa-hidroxi-
progestsrona (compuesto U-III), como ge comprobd mediante un
oromatograma de papel 49 40P, utilizando parz demostrar el
aprovechamiento de la progesterona un sistema disolvents de
carbitol-metileiclohexane y otro =sistems de tolueno-propile-
noglicol psrs comprobasr el grado y el tipo de la transformm-

el 6110

Oxidacidn de progesterona (266 HOM 199 OCI).

Un cultivo de RE 176 continuado con sirescidn du-
rante cinco diss sn 150 mililitros del medio se incubd, des-
puéa de agregar 150 millgramos de progesterons en tres mili-
litros ue acetons, sisauo la concentracidn de un miligreamo por
mililitro. Despuss de 32 horas no quedaba progesterona y se
hebfa completado le transrormzcidn en los wmpuesuos U-I ¥
U-III, siendo ls conversidn em U~III, ll-glfa-hidroxiproges-
terona, de unos 50 % como se comprobd por el cromatograma de
papel 363 MIU &1, utilizando psrs dsmostrar el aprovechamien-

to de 1ls progesterona un eictema disolvente de carbitol-metil-

clolohexgno y part aeterminar el grado y el tipo de la trans-
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formaoidon un gistema de propilenoglicol-tglueno.

Ejemplc 9.

Oxidacidn de progssverona (266 ECH 206 PB, 279 BJM 198,
329 RBO 60). |

De modo sznalogo, un cultivo Ge RH 176 continuado

durante 41 borag s sired durante o0 horess con un gramo de Prp-
gestsrona, incorporsdo en 40 mililitros de @acetona y por €X-
treceidn oel iiguiud de Lermensseidn y Qe los micelios se 0B~
tubo un rendimiento de 47 % de ll-alfa~hiﬁraziprogesterbna
{ compussto U-III)e Bl renaimiento en compzesto dihidroxl (7U-I)
fué de unos 26,5 por ciento, habiéniose determinedo los ren-
dimi en108 despucu ue L separﬁcién por cromatograf{a en una
columa de alimina y antes de la reeristellzacion. Estos pro-
ductog e recristalizaron por el procedimiento del ejemplo 1

para obtener elevados rendimi entos de log dos compuectose.

Ejemplo 10

OCxldzcidn de progesterons (266 HCM £212/300 B).
300 miligremos de progesterona en uncs ivres milill-

fros a6 scetousm se incorporaron & 150 mililitros de un oculti-

vo de RE 176 continuado dursnte velniicuatro horss y el culfl
vo ge &ireo duranie 24 horas. Ia conversion de progesteronsa
en 11-alfs-hidroxiprogssterona (compussio U-III) fué prixi-
memente de 60‘%, sorregido nor lo gue respecta g la proges-
tercna no trsusiormada, 98 wetermind por el cromatograma de
pepel 549 3SHE 44p,, un rendimiento totsl de unos 37 %, emplean~

do pars descubrir lz »rogesterona un sictema disolvente de

carbitol-metileiclohexano y para diversneiar los productos
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de 1 convsreidn, un sictems de tolueno-propilsenoglicol,

Oxidscion de progesterona (266 HCM 199/300 7).

Se rspitid el anterior ejemplo emplesndo 150 milili-
trog del mucic, inoccuiando con RH 176 y agregando 300 miligrae-
mo8 de progesterons sn trss mililitros ds zcetons. L& concenw
tracidn éra de dog@ gramo® por litro del msedio. Aun despuss de
72 nor&s pudo com-robsrse meslante ol cromatograme de vapel
249 SHE 4422 y obgervsndo el crecimisnco asl cultivo, queyla
progesterons szragads podfs sepuir transformém&ose. Dero Qn&
los rendimienios en u-III y U-I eran més pequefios que de ordi-
narios. be igugl modo, la adicidn ue progesterona szl medio de
cultivo, a) al tiémpo de la inoculagién primers ds=l msdio con
RE 176, b) 24 horas dsspués de ls inoculseidn, y o) cinoco dfass
despuss e Lla inocuiacidn del medio, no originé variseidn im-
portante em sl vipo 0 clase ue log compuestosn producidos, exe
presamente computindose an todos.los cas08 la preseucie de

dihidroxiprogesterona U-I y ll-alfa-hidroxiprogesterona U-IIIe

Bjemplo 1.
Oxldscion de ll-desoxicorticosterons (266 HOM 204 DR
Se repitié el proceuimiento del sjemplo 1 con un
cultivo de RH 176 continusuo durnute 24 norge y se obtuvieron
elgunoe compusstos nusvos oxigenados en posicién 11, como pu-

do comprobarze por el cromatogremé de apel seglin Zafferont

empleando como 18se estmcionsria édter dietileno-glicolmonoceti-

lico, y como tase mévil, metileciclohexanc (263 MIU 22).
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Ejemplo 12.

Oxidsocidn de 3-hidroxipregnanc-20-ons en la posicién
1l.

Jel mismo modo gus se as indicado anteriormente pare
oxigenar la 17-alfa-hidroxiprogesterons en la posicidn 11 del
nicleo euterolde, se oxizend la Z-hidroiipragnano-ao-ona en lz

posicion 11 del niclee exponiéndola & 1r sccidn del cultivo de

RH 176, una reza s Rhizopus arrhizus.

Bjemplo 1l4.

Oxidacion de loe esteroides en 1s posicida 1l.

Uel miwmo mouo qus se nm inuicadd anteriormente en
los ejemplos precedentes, se oxidaron en la posicidn 11 los
slguientss esteroide’, habicuuose seiizisdo en el siguiente‘oua-

dro los astos exactos;

1. Ensayo , 266 HCM 214
Orgenismos RH 176 rhizopus arrhizus
Duracidn del cultivo: 24 horas
Esteroide; 17-hildroxiprogestsrons
Cantidad de ssteroide 1 g2 en 60 cmﬁ de nsceiona
Gentided ael medios 4 litros, pJ 6,9 después de

la esteriiizacion, g 3,9
despues de la resceion
Durscidn resmccldn: 24 horas con aireacidn

Resultguos (por cromatogrer{s)s

Tres componentes rrincipales, aos mas répida—
mente méviles que U-I, y uno coinecidente posiblementea aon Ul
Todo® tres en canviusdes aproxlimadzmente lzusles. Un cusrto
eomponsnie nequsiio sebre U~I. Todos log comnonant es anélogos |

. |
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a los producidos de progscteronas. No quecd 17-hidroxiprogeste-

Ze Knsayos =66 HOM 212
Orgenisimosse RH 176 Rhilzopus msrrhizus
Durzcidn cultivos 24 horas |
Estercides 17-hidroxi-ll-desoxicorticosterona |(8)
Cantided sstercides 1l g en 80 0m5 de mcetona
Cantidad medios 4 1litros
Durszoidn resccidn: 28 horas con oiremcidn

ETe~

§ 99253

rongs Sictems disolvente propilencglicol-tolueno (349 SHE 36)
utilizandec wns maencha de 300 gamna. Bl oromstograme de papel
de la mencha ae 160 gamma de la frsceidn 31205 gefinla en el
extracto orudo % componentes prinecipsles, uno en posicidn U-I,
dos mfs rapidamente mdviles que U-I y un componente pequsiio
de moviumiento mas lento qus U-I. Una separscidn parcinl de loq

tres materisles puede apreciarse sn las colummna 51_05.
v 4 7

Resultados (pdr cromatografia):
Todo 6l compound S se consumid en 28 horss. A las
16 horas quedabs aproximadamnente un tercio de 3. Unos 25 % de
la transiormecidn en la regidn ¥ y algunos compuestos més
préximos al origen que F. 3istems disolvente provilencglicol-
tolueno. Bl cromstogrzmé de puapel de una mancha de 160 gamma‘

h &
de ung Iraccion del cromatogram&?ﬁlaoZ coinoide con &l crome~

togruma del extracto arudo demostrando que el comnonente prins

cipel e= distinto gl S ¥y ¢us es un materisl que =e musve mas

lentamente que el compound ¥ (249 SHE 322). {
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Eneayo? %66 HCM 198 HP2

Organismoss : RE 176 Rhiuzopus mrrhizus

Duraocidn cultivo: 48 nores

Hesterolde: 17-hidroxiprogssterons

Cantidad esteroide: 2mg en 0,1 om® de scetonm

Cantidmd medios 0,01 1itrgs, pH 4,05 después de

la reznccion
Durscidn resceidn: 44 horas con sireucidn.
Resultgados (por eromatografia)s
Yistems disolvente propilenoglicol-toluenoc. Cinco

componentes, trec grundes ¥y dos pequetioS. Una Pequefia canti-

dad ael umnterisl se mueveJincluso m#s lentamente que l: &ihi-
droxiprogesterona (U~I). Uns cantidsd mecia del cu#l paraecs

ser U~Ies Grandez czntidades de dos meterliales se musven algo
més répidsmente que U-I» Este cromatrograma confirms el ensa-

yo anterior 266 HOM 214 (349 SHE 22).

Ensayos %66 HCM 187

Organismos; RH 176 Rhizopug arrhizus
Durzcidén cultivo: 27 horas

Eatsroide: androstendi ona

Guntidad estaroide: 1l g en &C ox® aaetona
Cantidéd medios 4 litros

Duracidén reaccion: 64 horas con airescidn

Resultados (por oromztograifa):
Sistema disolvente, propilenogliaol-tolusnc. Todsa

la androstendiona sse convirtid en trec sustencias (526 MIU 62

todes mis polares que la progesteronsme El crometograms alao3

Y,




10 (%26 MIU 79) demussicé Lo presencia de tres fraccionesa.
Ie fraccidn u 4id oristoles com punto de tueidn 205-208, que
sonservebsn log grupos dieno y ceto, como se demostrd por el

gndlisis ultravioletas

° 5. Tnaayot 266 HOM 209 S&
Organiemoss . RH 176 ghizopus arrhizus
Durscidn cultivos 46 horas
Eeterolde: acetato de 1l-desoxt-l7-hidroxi-
corticosterons {acetato 3)
-+ 10 guntided ssteroide: 1l g en 80 om® de scetona
e Cantidsed medios 4 1litros, al tingl pH = 3,85
. puracidn reuccion: 49 horas con snirszaldn
Resuligndoe (por cromatograffa):
Bistens ulsolveunte vropilenoglicol-toluencs Una
15 sustencis Que S8 mueve un peaeod mrs lentamente que la 17-hidro
=i corticocterona. Tambion splpuna en is region de ll-desoxi-
| corticosteronas. (249 SHE 31).
| Be Zneayos: 266 HOM 178 E
Orzenismos s RY 176 Rhlzopus arrhlizus
20 puracidn cultivo: 24 horas
Eéteroide: | ergosterol
gentided esisrolde: 210 mg en &5 om® acetons
gantidad medio: 106G om®
Duracidn reacci\én:l 52 horas con aireacion.
b . Resultsdos (por eromatografia):
260 miligremos de material s6lido extraido del
1fquido de isrmentzcidn. las soluble en metanol qus el |
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erz0oeterol.
Insayos
Criard suios
vurceidn cultivos
Beteroide:
centidad ssteroide:
gentidad medio:

; ’ rd
burzcion rezccion:

Resultsdos (por crometosratia):
$ictems aisolvents, propilenoglicol-tolueno. Sela
componeutese 12,5 % encima de 1z posicidn de ¥ (mfs cerca wel
principio), 1,5 % en Lz posicién de ¥, 6% por vajo de la po-
siqién de ¥, &,9 % en lu posicidn de E, 27,5 % por vajo ae R,
40,5 % por bajo B pero vncims de 3. 100 % de trensrormecidn.
g6 contumid toda la ll-desoxicofnicosnerona, compr obaeidn por

8l sidvems vgrbitol-metilol olohexano (249 SHE 21).

Ensayo:

Orgaill Sinos 3
buracidén culiivos
Beteroidey
Qantiasd vsverolde:
gantidaed mouilos

puracion reaccidn:

ReSulluuos (por oromeztografia):
Slgtums uilsolvente, bropilenoglicol-tolaaho, Apro~
ximademenie el Y6 % ae irsus.ommacidn. Seis componsntes. 10 %

de un compouente con movimienio més le...o que #y 1,5 % en

60,.-

266 HCM 198 DAZ

r3 176 Rhizopus mrrhizus
48 horss

acetnto de ll-aesoxicorticosterona
& mg
10 om?

N r'd
44 norss con aireacion

&66 HCM 198 D2

RE 176 Rhizopus arrnlzus
48 horgs
1ll-desoxicorticostsrona
& mg

10 omﬁ

44 noras con a2ireacidn
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posividn de r, 0,5 % con movimiento algo mas rapido que F,
2,5 % en posicidn de E, 20 % de un compuesto gue Se mueve por
bajo de B, 31 % de un compuesto que Se mueve més por debajo B,

pero por encima S. (266 SHE 21).

9. Bnsayos £66 HCM 198 8-2

Org&nismos: RH 176 Rhizopus srrhizus

Duracidn cultivos 48 horas

Beteorolde: 1l-dagsoxi-17-hidroxiccrticostero-
na (8)

gantldad ecteroide: 2 mg

Cantidad mealos 10 omg

purecidn resccidns 44 horss con cireacidn

Resultedos (por oromctografia):
Sictems disolvents prbpilanogliﬁol—tolueno. ¢inco
componentes. 1< % de tranetrormecidne. dproximadsmente 1% 4% por
encims de ¥, 1,5 % en lu posicidén de ¥, 2,5 % en la posicidn

de B y unss trazas por bsgjo dae He. (349 SHE 25).

10. Ensayo: 266 HCM 198 354
Orgenismos s RH 176‘Rhizopus arrhizus
Duracidn cultivo: 48 horas '
Bsteroide: ll-desoxi-l7-hidroxicorticoste-~
_rona (8)

Centidaed szieroide: 2 mg

Centidad medios 10 on® + 10 mg Tween 4C en 0,1 om?
ds etanol
purncidn renccidn: 44 hores con sireacidn

Resultados (por oromatografia):

Sisgtems disolvente propilenoglicol-tolueno. 13 %

aproximsdzmente de transformacidn y rendimiento. 10 % por
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12. Brnsayos 266 HCM 217 Mus
| Orcoanismos s Mucor Muocedo (tipo cultivo &meri-
cano nf 9836)
Durscidn ocultivos 24 hores
Rateroide: ll-desoxi-17-hidroxicorticostero~
na (3)
Gantidad estér01de: 50 mg
Cantided medios 160 om®
Duracidn resccidn: 20 horas con sireacidn

‘ 99253 | ‘sz.-

encima de ¥, 1,6 % en la pcsicidn de ¥, 1,6 % proximamente en

posicidn de T y unas trazas por bajo de Be (349 SHE 26).

11, Ensayosq ) 266 HCM 198 Sa4

Crganismos ¢ RH 176 Rhizopus srrhizus’
Duracidn cultive: 48 horas
Esteroide: " poeteto de ll-decoxi~17-hidroxicor-

ticosterons (acstato 3)
Cantidead esteroide: 2 mg

Cezntided meiios 10 oen® 1 10 mg Tween 40 en 0,1 om?
de etanol

Durscidn resceidng | 44 horas con sireszoidn
Resultados (por cromatograife):
Sietems aisolvente, propilencgliicol-tcluencs 10 %
de oonversion. Unos 7 % por encima ds ®, 1,3 % en la posicidn
de P, unoe 0,4 % en iz posic;én de B, 0,4:% pér bajo de B

(349 SHE 26).

Resultzdo (por cromatograrfa);
Sistems uisolvents, propilencglicol-toluenoc. Con ls

corrscoidn del 33 % proxte. del 3 gue no rezcciond, se obtuvo

23 % de un aompussto con movimiento algo mis répido que E, |
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m 26 % de un compuesito con movimisento més lento que ¥ y unos

5¢ en 1a posicion de Fe (329 SHE 48).

Ejemplo 15.
Oxiazcidn de estsroides en l& posicidn 11 (266 HOM
219).

500 m3lilitros del msdio ds cultivo usual, conte-

niendo 2 % de "Edsminse", &5 % de dextrosa y el liquido de maces
raoidn de meiz con wy pH de 6,5, se inoculd con esporas del
organisuwo RE 176 (raza de Rhizopus arrhizus) y se agitd du-
rsute 24 hores oon sireacidn. De ecte medio de eultivo s in-
trodujeron musstras ae 20 cmz cads una en frascos estériles
de 100 mililitros y s csde une de sstas muestras se zgregé-
ron gproximedemente 6 miligrsmos de los siguientes esteroidss,
disueltos en un meximo de 0,3 mililitros de scetona pars Ob-
tener ung iine suspensidn del evieroide en el medio de culti=-
VOe Daspués ds 24 horas 8e exirajo el contenido.de los iraf-
ao8 psra determiner los cambiocs medlante cromatogramasg de
papeles El sigulente cusdro sefialz los esteroides tratsdos y

las referencies z los cromutogrsmas de las ilgurass adjuntas.
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1 9 2 guadro VIII
Bsteroide Prusba *pHd fingl _Uromatograma

1. Androsiendiona AR 5,75 "49 SHE 70-3
£e Colestenona CR 4,12 $49 SHE 70-2
Z. KErgosusrona CR 3,9 049 SHE 70-1
4. mrgosterol R 5,6 249 SOE 70-4
5. A4astato de zZiL-aceto-

xipraegnenoclons APA 5,75
6, 4celalo ds pregne- PA 8,9 *sxactome s antes

nolona ' ae la extraccion
7. Hstlgmastadienona 3 5,4
8o pis-6xiuo del aducuo

de gnhiurauo malseico

a gehldroergosuerol &P v,85
9 Aducuo uel aunidrido

maleico g Luy o-8Ceto-

x1-5,7,9-(11l)=prugua=-

trien-<0-one 0L 6,8

L8508 compuestos se oxlgensron todos en la posicién

once del nicleo esteroide por la accidn de KE 176.

Ejemplo 16,

Oxidacion ae progesterona en la posiocidn once (266
HOM 220 ¥).

n mililitro de uns suspencidn de 10 milflitros sa-
lina de eaporas de un cultivo inclinado de WY 176 (raza Rhi-
zopus arrhizus) se empled pare iuocular 150 mililitros del
caldo estoril ususl de "edamine", glucosa y agua de maceraoiéﬂ
de maiz, y agua ae cafler{a., Dsspués de x4 horas de mmitacidn,

8o emplearon 5 mililitros del cultivo pars inocoulsr 150 mili-

litros de un wmedio esteril com lg sigulente composicidn: @.5%
Uy

RIRE-- RER - E A DS P
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gremos de ijosiato Hcido de potesio (KH2P04), 1,5 gremos de ni-
trato amdnico (NHéyOE), 0,26 gramos de heptahidrato de sulfato
de magnesio (MgSO, <M ,0) eompletando con agua de tuberia hasta
un litro. bespués de 1l esterilizacidn a una temperatura de
120 grados cent{grados, el pH del medic era 4,3.

Uespuds ue un poriodo Ge elrencidn de 24 horas, que
aid por resultzdo un fuerts crecimiento, se szgregaron gl oul-
tivo 60 miligrumos de'progesterona, anplegndo 4 mililitros de
metanol psrz disolver sl estearoide. DGSpuéS de otras 24 horas
de airescion, el oaldo de ssrmentzcidn 88 extraojo con cloruro
de metileno. Seglin se demostrd por los cromatogramas de tiras
de pspel (%49 SHE 53), la epnversién sn 1l-alta-hidroxiproges-
terona (U-III) ¥y en asrivados mae alteusnte oxigenados era
considerable. E1 msterisl extraldo (U-IIIY era de sstructurs
orieﬁalina y estaba més debilmente colorezdo que cuando se

utilizd un medio mis complelo.

Ejmplo 17

Oxidacidn de esteroides ¢ la posicidn onca.

Los orpaniesmos empleados se cultiveoron en un medio
conteniendo 20 grimos de "edsmina“, 5 wilflitros de aguy de
macerszeion de maiz, 50 grames de dextrosa y sgua de caferfa haL-

ta complotar un litro, se mjustd el pH‘a 6,5 vy luego se eztew

rilizé a 120 grados cent{grados durante sproximsdemente 0 mi-

nutose

Los cultivos se inocularon con oultivos inelinsdos,|

. |
cubiertos de muchss esporas y contemienuo 10 % de extracto de

malta seca y 2 % de ager. Los frsseos contuvieron gensralmente
é

]
!
i
i
|
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S0 mililitros uel madio cada wWid.

Los bolones O 1rsecos 88 agitsrom con aireacidn du-
rente 24 nores & lo temperasturs del locsl. Luszo eleria cauti-
dad de 1los esterocides se incorpord en forma de una disolmeidn
de 2 % en peso por volimen dé asceiona y los rrngcos se gigule-
ron agitando a l& tempsrsturs del loesl durante ctras 24 horas|
8¢ emplearon 6 miligrsmos de e&lercide por ¢é¢ mililitros del
medio.

- Ie& mezcla ds Termentacidn conteniendo la sclucidn
del medio de culuviveo, sl esxteroide y loa organiémos 8e extra-
jo tree veces con cloruro de metileno, empleando un voldmen
de disolvente igusl sl vollmen de la rsse acucsa. Kl extrac-
to s6 separd en un embudo separedor us lu TASe séuosa, 88 la~
v6 oon disolucidn de bicarbonsto sddico sl 2 % ¥y con agus deg-
tiledae. Bl disolvents se ev&poré a saquedad y el res{duo se
analizé por oromaiograrie de tirss de papele Los sgteroldes
empl eados Se oxidaron toaos on la posicidn once por la accidn
do los orzanismos examingdos.

El siguients cunrdro IX seiigls Los orioani €nog8 oXgie
minadog, los ssteroldes empleados y haoe refersncies & los

eromatogramas de tiras de papel de las adjuntas tiguras.

|
|
I
!
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Cusdro IX
Esteroides progestsrona
Orgenismosd Amarican Prusba
pype Gulture Ne
gollection Nr.

1. Lucor rouxii 4857 114 /Pg
2o Mucor griseo cyanus (4) 1207a /Py
3, Mucor griseo cyanus (=) 1207b My /B
4, Mucor hiemalis var.albus 6800 M4725
5. Mucor hiemalis 8690 m5/135
6. Mucor mucedo 98%6 MG/PB
| ¥, Mucor mucedo 9635 M7/26
84 MUCOT MUCEUO 7941 M /B
9. Rhizopue nigriocans 10404 Rq/Pg
10. Rhizopus nigriocans 7577 Ra/rs
11. Rhizopus nigricens (+) 62278 Rz/Pg
12. Rhizopus nigricans (-) 62270 34/26
1%3. Ruizopus chinensis (=) 12270 Rg/Bg
14. Rhizopus japoniocus 8446 RG/PS
15. Rhizopus oryzae 10260 R,’/P6
16. Rhizopus oryzae 9% 63. 38/36

gromatogr am&

%49 SHE 47

549
349
349
549
249
249

fsteroides 1ll-desoxiocorticosterona

Los cromatogramas de papel demuestran que la 11l-

17+ Mucor rouxii 4857
18. Mucor grisso cyanus (+) 1207a

19. Muoor grisso cyanus (=) 12076

1, /DOC
1,:xa/xzc)c6
MS/DOC 6

049
049

049

SHE

SHE

SHE

SHE
SHE

47
47

47
na
47,
47
40

8 5

47

50

50

50
50

desoxicorticosierona Se ns convertido en los "oompounds™ E y ¥ |
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| sle, plumbeus, pasrasitious, dubius, javanious, adventitius,

te 15 minutos y se aentrifugd psra obtener 100 milflitros de

' 1fquido sobrensdsnte, que ve dividié en dos poraiones iguales.

;}de &cetona) ocomo sigue:

‘99253 68 o

por los organismos con el nlmero 17 v 18.

Ensayos de logs organismos indicsdos en el cusdro X
80obre ll-desoxiccrticosterons, 17-hidroxiprogesterona y 11-
desoxi-l7-hidroxicorticcsterons dieron rssultc dos anélogos, 0
Sea, oxidaron la poeioidn oncs del ndcleo esteroide.

De modo anilogo se obtuvo el mismo resulifdo en los
anssycs de lg zceidn de loe or-anienos a continuscidn citados
gobre l¢ preogesterons, ll-desoxicortlicosteronn, ll-desoxiel"-

hidroxicorticosterona y 17-hidroxiprogesterons: Mucor geneven=

mlorosporus, rouxianus, racemosug; Rhizopus reflexus, shan-
ghaiensis; tritiei, cohnii, delamar, tonkinensis, kezanensis;
Phycomyces blakesleeanus, theobromatus; gdsidig gleuca; Zy-

gorhynohus moelleri, heterogamus; vy Ymoephelus nodosa.

Bjismplo 18,

Oxidacidn ds progesterona emple=ndo fiitrados del
1{quido use Termenttoidn de Rh 176 (849 sm® 41).

Un cultivo de Rh 176 continuwgdo durente 72 horas
86 111tré para obtener 160 milflitros de filirado del caldo de
fermentacidn con un pH 4,1. E1 micelic se triturd en un mezcla-

dor "Waring" con wuz solucidn de 0,9 % de cloruro sddlco dursn-

Una se dejé & PH 4,65 y la otra se ajustd a PH 6,76 con disolu-

 cidn semimolsr de NaHPO4e Bl residuo de micelios junto con la |
 8al sgregsda Se coloco en uns totells o natraz separedoe. 3 omda

 matraz se azregd progesterons (20 miligrsumos a 'cads mililitro
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Fraoccidn Progesterona sgregade
8 I = 1{q. sobrenadante con pi 676 30 mg
8 II= ¢ w con pH 4,65 80 mg
= resfduo micelisal 60 mg
BF = filltrado no cilufdo de iermenta-

oidén con pH 4,1 80 mg

Loe matraces con tzpén de algoddn se agitaron du-
rante 17 horas & la tempsrétura del loesl y se extrajeron ocon
aloruro de metilsno somo en sl ejsmplo 1. Los cromatogramas
de papel de slsunss porciones mlfcuotes de 320 gamma ds este-
roldes, obtenidos empleando el sictena disolvente vcarbitolvr-
metilcioclohexano, demosiraron que 8 I di0 unsa conversi én muy
pequefia en compusstos més pltamente oxigensdos, S II did una
conversién cousiderable y LP una conversidn todavie mejor, pe-

ro que los residuos de micelios aieron una conversidn completa

Bjemnplo 19.

Oxldscidn de 1l-alfg-hidroxiprogesterona (266 HCM
229) .

20 miligramos de ll-alfa-hidroxiprogesterona (U-III
[iéq GBS Bééﬁj ge agrezaron & 150 mililitros de un cultivo due
rante 48 hofas de Rh 176 (Rhizopus arrhizus) en el medio 1{-
guide ususl de dextrossa, "edgmine* y l{quido de mzceracidn de
maliz y se contiuud 1z airescidn curante 22 horas. Los materia-
les s¢ extrajeron con cloruro de metileno dsl modo indicado
an el ejenplo 1. Los oromatogramas de papel (349 SHE 72) de-

mostraron qus l& conversidn se reslizd en el comvuesto dihi-

droxi (U-I) y en un segundo compuesto que tambidn se obtiene

L d
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por convereidn de la misus progesterona y que aparentemente
@8 un vroducto més oxigenadio de ll-alfa-hidroxiprozesteronsa.

Lo 1l-glfa-hidroxiprogesterona (U-III) y la aihi-
droxiprogesferona (U~I) pueden convertirse en los correspon-
dientes mono- y disciloxi-derivados, como se ha indicado en
6l ejemplo 1, por los métodes de cilacidn gonooido8, por
ejemplo medisnte resccidn con w enhfdrido Zcido o cloruro adid
do oonveniente, en un uisolvente orgénico, p. ej. piriding o
8imilzres. CGomo representsntes de ésteres de la ll-alfa—hidrox$-
progesterona (U~III) citérenocs loe derivados formoxi, acetoxi,
propionoxl, butiroxl, valeroiloxi, hexsnoiloxi, heptanolloxi,
octenoiloxi, benzoiloxi, toluoiloxi, naftolloxi, ciclopenta-
noiloxi, ciclohexsnoiloxi, los écsteres monobdsicos del grupo
hidroxi en la posicién 11 con fcidos malonico, suceinico, glu-
tarico y adipfnico y similires. Los micios di beteres o gim!la-
re8 pueden prepararse de la dihidroxiprogssterona (U-I), como
tambian los ésuveres cfclicos ds los dos grupos hidroxli con
los indicados dcidos dicarbox{lices. Los grupos acilo pueden
también contener sustituyentes no raaccionantes, como haldge-
no, grupos hidroxl, metoxi o sinmilsres.

Otros microorganismos se ha comprobado que pusien
utilizarse en la oxidacidn de s8teroides, comprendidos en los
ll-desoxlatsroldes, sunqus 10 han de producir necesariamente
los mismos resultados que los hongos del orden Mucorales, ocomo
gon diversas especies ae Penioillium, por ejemple P-100, As-

pergilli, por ejemplo Aspergillus niger, Neurospora gitophila,

Neurospors crassa, Ooépora lactis, Polioporus abietinus y es-

pecles similares de los géneros citados. , ' i
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Bjemplo 20.

Oxldaocidn del acetato ds ues-oxicorticosterons (DOCA) .

®n un recipiente de rermentacidn de vidrio ue 5 li=
tros de cspacldad, provistcoem mn agitador; 3 litros us medio
cultivo (dextrosa 650 g., agua de macerscidn de maiz 5 gs+ pepto-
ng, obtenlda a partir de‘uaseina 20 g+, agua destllads 1000 o.
0.) fueron inooculados con ssporas del hongo Rhizopus nigricans
Ehrenberg (determinado segin H. Zycha, Kryptogamenflora der
mark.Brandénburg, tomo VI & ( Pilze II, Mucorineame) Leipsig,
1939, y G. Iindau, Die mikroskopischen Pilze, (Berlin 1922)).
Tos cultivos due purtida pers le inooculseidn tenian ceda vez
5 418 de edad y ifuercon ouliivados previameﬁte gobre exiracto
de malta con asue de mceracidn de malz (cultivo inclinamdo de
agar)e Por el medior de cultivo inoculado 1ué conducido bajo
agitacidn a 242 Q. amire eutéril con una rapidez de 500 litros
por minuto. Pars evitar la iormacidn de espuma fueron afimdidos

6 G.Ce Uo Bceite ue espermae. Al cnpbo de 24 horas de orecimien-

to se afisdieron 1,5 g. de acetato de aesoxicorticosterona (DOCK),

disueltos en 7,5 c.0s de aloohol benc{lico, y después se agle
t8 durante otras 24 horas ocon ol mismo airec. Parz 1la obten-
cidn del producto de remceidén se sacude el ccnfenido del re-
clpiente ué rermentacion tres veces oon un total de 4 litros

de cloruro de metilenos Bl cloruro de metileno se 1avd GOS8 Ve

ces con 500 ¢sc. de solucidn ue bicarbonato de sodio al 2 % |
eada vez y Luezo uoS veces con L1 1ltro de sgus cade vez. & {

continuscidn se lo Somete & una destilacidn, queiando un re-

siduo oleoso. Pur: sliminar 1os restos de agus 6 vuelve a

mezelar el residuo ue destilmeidn aon cloruro ds metileno,
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separando el Gltimo por dectilacidn.

Par: determinsr sl rendimiento ué logs productos de
rescceidn iué pegudo ol rssiduo totale. Une purive pesads iué
disuelna en‘um volunen conccido de cloroformo. uns purte ali-
cuots se irsusmite meviante wiy Jjsringa micrometro sobre papel
i1mpreguado con zlicol de nropileuno (gchleicher & Sch¥ll No.
2047 b) v se somsle con Loiueno s una oromatograffa descenuienq
tes L® DOCA no nlterada sSe mueve muy rapidsmente en el papel
(més o menos e el iimite del twlueno), mientrss los productos
de oxidacidn queusn muy cercs ue la mencha de partidas, I8s sus-
tancizg en las manchas ce hicisron visibles y =e usterminaron
por el wratumienio del papel secado con cloruro de trirenil-
tetrazolio aloaiino (sclucidn al & % con el wisumo volumen de
goluocidn de niuralo ue s0dioc 1 n) ¥y cclentamisiuio siguiente a
452 en 1lu estuis ae alre. usspuse se lava el papel con agua y
ge vuelve & zecarlos. Lus menchas rojad, que se forman oon SUSe
tancias reductoras se pueden ahors cortar, separsr por lavado
son giiool de metilo y determiner colorimdtricsmente. Para fi-
nes de comperacién se trazd una curva ds titulacion con DOGA
gon tsl que se transmitieron cierins éantidadas de euta sSusSe
tanicie sobre nupel y se sSometisron sl mismo tratamisnto que
ol papel del andlisis. La extineidn do manchas, las cusles se
heb{an obtenido son corticosterons, era més o menos le misma
que la de la DOCA, por lo tanto bgsta emplear DOCA como susS-
tancia de titulacidn. Pafa mayor sezuridad se prep&r6 cadsa
eromatogram® de papel tres veces, tomendo el valor medic de

los resultados.
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Por las determinceionss del producto oxidedo, efec-
tuados zmegln éste método, 88 obtuvo un rendimiento de 60 ~ ¢ %
de la DOCR empleada.

Lusgo, los prepsridos de reaceidn fueron aislsdos
en forma quimicamente pura. Para este fin se disolvid el acei-
te obtenido en una mezols ds benceno y éter de petrdleo (1:1)

v le solucidn fué cromatografiade en 25 g. de A1.0, acido. Las
diversas frazcclones se aislaron del modo usual con los sgentes
de benceno, éter y cloroformo.

‘La fraccién principal se encontrabs en las solucio-
nes ds cloroformo. El producto orudo sstuve oristalizado ya,
pesando alrédedor de 0,6 g+ del cual ss pudo aislar por orista-
1iz80idn con dstor acético y dter (1,5 :5) 1a ll-epkcorticostero
na. Punto de fusidn 1592 (con); o¢p#0 = + 1499 (en ester aocé-
$ico)e Lz sustancia no produje ninguna depresion del punto de
fusidn eon epl-corticosterona obtenida por sfntesis. Los es-
pectros ultrarrojos de asmbas suctsnciss fueron idéndicos.

Debe entenderse qus el invento no se limites a los
Getalles exactos de operar ni s los compusstos exmctos ilus-
trados y wescritos, ya que cualquisr persona entendide en ls
materia puede introducir modificaciones féaciles y equivelentes

¥y por consiguiente el invento solo podré limitarse por el al-

1

cance de las sigulentes relvindicsciones.
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La presente patente de invenoidn comprende las si-
guientes reivindioczoiones:

le= Un procedimiento pars la& produccidn de un este-
rolde oxigenado, el cusl esté oxigensdo, por 1o menos, en la

posicidn onece del nicleoc del esteroide, caracterizado por 1s

" operszcidn de exponar un esteroide no oxigenado en ls posicién

once & la accidn de enzimas oxigenentes producidss por el des-
arrollo de una especie de hongos del drden de loe Mucorales.

£+~ Un procedimiento para la producoidn de un es-
teroide onece-oxigensado, caracterizado por le operacidn de ex-
poner un esteroide que contenge un grupo once-metilenc en oon~
dlciones serobizs s la accidn de las enzimas oxigenantes pro-
ducidaes por el dssarrollo ds uns e3pecle oxigensnte de hongos
del Orden de los lucorales .

2.~ Un procedimieito pare 18 produccidn de un este-
rolde once-oxigensdo, aaracterizedo por la overzelidn de 8XpO~
ner un esterolde que contengs un grupo once-metilenc g la sg-
aidn de las enzimas oxigenantes producidas por el desarrollo
de una especis oxigensnte de hongoe de 1la familia de los Mue
goracese.

4.- Un procedimiento para la producoidn de un este

roide once-oxigenado, carsctsrizado por la operacidn ds 6Xp O~

ner un esterocide que contengs un grupo once-metilenc & la ac-

eidn de las enzimss oxigenentes producides por el desarrolio
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de une espsclie oxigenante de hongos del género de los Rhizopus.

S5.= Un procsdimiento pars l& produccién de un seste-
roide once-oxigenado, carascterizedo por la operacidén de expo-
ner un esteroide que contenga un grupo once-metilenc & laz ac-
cidn de las enzimes oxlgen&ntes producidas por el desarrollo
de uns especie oxigenante de hongos del género de los luocor.

6.~ Un procedimlento para la produccién de un este-
roide once-oxigenado, caractsrizado por 1la opsrzcidn de exXpo -
ner un esterolde que contenga un grupo once-metilenc & las ac=-
oidn de las enzimas oxigensntes producides por el desarrollo
de uneé oeps de hongos oxigenentes de lz especie de los Rhizow-
pus arrhizus.

7.- Un procediimiento pars 1z produceidn de un este-
roide once-oxiganado, oarzcterizedo por la operamcidn de sXponey
un esteroids que contenga un grupo once-metileno & la accidn
de las enzimaes oxigenantes producidss por el desarrcllo de uns
cepe oxigentinte de l& especie Mucor mucedo.

8.~ Un procedimiento psre la produceidn de un este-
roide once-oxigenzdo, caracterizasdo por la operacién de desa-
rrollo aeroblo de un ocultivo de un® espscie de hongos oxige-
nantes de la familis de 108 lucor&cese, y la exposicion ds un
esteroide que contenga un grupo once-metileno a 12 aceidn oxi-
gemente de las enzimas producides por el cultivo mencionsdo.

9.~ Un procedimiento pare la produceidén de un este-

roide onae-oxigensdo, carscterizado por 1las opertciones de das
rrollo &erobio de un cultivo de uns especie de hongos oxigenan-

tes de la fomilia de log Mucorscese sumergido en un medic nue

iritivo adecuado, y 1a exposiocidn de un esteroide que cmtengg
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W grupo once-metileno s la &ccidn oxigenante del ocultive

mencionsado, con sirescidn v agitacidn de ls mezalg resccionan-

to.

10.~ Un procedinmiento psra la produceidn de un es—
terolide once-oxigensdo, caracterizado por las operacionss de
desarrollo serobio de un oultivo de una especie de hongos oxi-
genantes de la familiz de los lucorscese en un madio nutritive
adecuado, y la exposicidn de un esteroide que contenga un gru-
po once-metilenc a la acoidn oxigenants de las enzimas produ-
oidzs por el cultivo meneionado, y extreiceidn del esteroide
oxigenado de l&a mezcls resccionante.

ll.~ Un procedimiento psre la produceidn de un eg-
teroide once-oxigenedo, carasterizado por lus opermseionses de
desarrollo aerobioc de un cultivo de una especle de hongos
oxlgenantes de géneros selecoionedos del grupo qQue iorman los
Rhizopus y los Mucor en un medio nutritivo adecusdo, ¥y la ex-
posicion de un esteroide que contenga un grupo once-metileno
8 lz accidn oxigensnte de lss enzimas producidas por el oculti-
vo mencionado, y extrtccidn del esteroids oxigenado de la mez-

cla resaccionsnte.

12.- Procedimiento segin la reivindicacidn 11, cg-
racterizado porque el estercide inicial eg la progesterons.
18.~ Procedimiento segin la reivindicsoidn 11, og-

racterlzade porque el essteroide inicisl es 1is 17-hidroxipro-

gagteronsg. !

l4.~ Procedimiento Segin la reivingicacidn 11, oca~- ]

_Taoterizado porque, el esteroide iniclal es la ll-desoxi-17-

R e
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hidroxicorticosterona. (CGompound S)e

15.~ Procedimiento segin l8 reivindicacidn 11, o2-
racterizado porque el esteroide inicisl es 1g ll-desoxicorti-
codtarons .

16e~ Procedimiento segin la reivindiczoeidn 11, ca-
raoterizedo porque se parte de 1g S-hidroxipregnano-20-ona.

17.~ Un procedimiento psras 1la produceidn de una
once-hidroxiprogesterona, caracterizado porque las operaoionesl
de desarrollo aeroblo de un cultive de una cepa de Rhizopus
arrhlzue, y la exposicidn de la progesterons & la @coidn oxi-
gamante de las enzimas producida® por el ocultive menaionedo.

18.~ Un procedimiento pera 1la produccidn de uns
ll-alfa-hidroxiprogesterona, caracterizedo por las operaciones
de desarrollo gerobio de un cultivo de Rhizopus arrhizus en un
medlo nutritivo adesusdo, y la exposicidn de la progesterona
& la acoidn oxigenante del cultivo menoionado.

19.- Un procedimiento pare la produceidn de un
estercoide once-oxigenado, carscterizedo por l& fermentaocidn
aerobia de un substrato de contenido nutritivo ¥ que dontiene
tn esteroide provisto de un grupo once-metilenc medisnte un
desarrollo sumergido de uns especie oxigenante de hongos de 1a
familia de los liuooracese, en presencis, dentro del medio, de
un gas gque contenga ox{genc.

20+~ Un procedimiento pera la produccidn de un estedl

rolde oxigenado por lo menos en 1a posicidn once del nicleo !

esteroidico, céracteri zado por las operaciones del desarrollo

&srobio de un ocultivo de hongos del orden de los Mucorales, y
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la exposicidn de un esteroide que conteng® un grupo once-
metileno & la ccoidn oxigenzate de dicho cultivo.

£le= Un procedimiento para la producoidn de este-
roides oxigenados, cea2racterizado porque seg oxigena un esteroi-
de por medioc de uns cep2 oxigenznte de un hongo del orden Ifue
corales,

28s~ Un procedimiento, sarscterizsdo Porque se pre-
bara el compuesto 11~a1fa-hidroxiprogesterona que oorresponds

8 la slguiente Férmula,

2%.- Procedimiento para introdueir oxigeno en un
e2taroide, cerescterizado PorqQue en conaiciones aerobias ge

cultiva una raza oxidente ds uns sspecie de hongos del orden

Mucoreles sobre un terrenoc de cultivo que contiene nitrdgeno y

carbono asimilables ademés del oarbono del esterocide, se so-
mete & la zceidn oxidante de este oultivo un esteroids con
heeta 22 ftomos de oarbono ineclusive sn el esqueleto C-¢ y se
Separ8 el ezteroids oxidedo originado con igual nimero de &to-
mo8 C en el esqueleto G-C Que el esteroide de pertida.

24.- Procedimi ento segdin lo reivindicado en el pun-
to 23, caracterizado porque el hongo emplefdo pertenccs e la

famils Muooracege.,

26+~ Procedimiento sesis 1o reivindicedo en e

e
e .

Y

3
h
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punto 28, cerscterizadg porque el honza empleedo bertenece 21

' género Rhizopus.

f 26+~ Procediml ento sezin 1o refvindicado en el
| punto 23, ceracterizedo porque el hongo emplesdo pertensce g ’
la familia Ghoenaephoracese. !
g 27+= Procedimlento segin lo reivindicsdo en el pun—f
| to 23, caracterizado rorque el hongo emplezdo Pertenece 8l i
A género Gunninghamelie. ]
” 28.~ Procedimiento para introduciy ox{geno en un |
10 ssterolde, caracterizado porque en sondiciones asrobiss se guld

tive une reze oxidente de una ospecis de hongo® del gdnsro

|
' i
I

-«

Rhizopus en un terreno de cultivo conteniendo nitrdgeno e hiﬁr%-
to% de carbono asimilables, se somets & la aceidn oxidente de

. e@te cultivo un e8teroide oon una csdens lateral de 2 dtomos

roide ll-oxidado oon iguel nimeros de A%omos ¢ en 8l esquele~

i

15 I/ ¢ en posieién 17 y un grupo ll-metileno, y se aisle un este-
{
|

to C-C que el esterolde de pertida, !
9.~ Procedimionto segin 1o reivindicado en el pun-;

! to 28, carecterizado porque como 8steroide de partids se em- |
20 5 Ples progesteronsg. 4

i %0.~ Procedimiento segin lo relvindicsdo en el pune
to 28, o&racterizedo porques sl hongo emplesdo es Rhizopuse

arrhizus.

®l.- Procedimi eito segdn 1o reivindicado en el pun-

25 to 28, ceracterizado porgue como estercide de rartide se em-

Ple2 progesterons ¥ el hongo emplesdo es Rhizopus arrhizusg, ?

Gy Proced imiento Begﬁn lo reivindicsde en el pun-
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to 28, ogracterizado porque el hongo empletdo es Rhizopus ni-

gricanz.

8B~ Procedimiento segin lo reivindicado en el pun-
to 28, carrcterizado porque oomo esteroide de partide se em-
Plea progesteron2 y el hongo empleado ea Rhizopus nigriocans.

E4.= Procedimiento seg&n lo reivindicado en sl PUN-
to 28, caracterizado porque como esteroids de partide se em-
pleg acetato de desoxicorticosterons ¥ el hongo empleado es
Rhizopus nigricene Ehrenberg.

%5.- Procedimiento pars introducir ox{genc en un
eateroide, caracterizado porque en condiciones serobias se
sultive una reza oxidante de uns especle de hongos del géne—
ro Mucor 8obrs un terrenc de cultivo conteniendo nitrégeno e
hidretos de carbonos asimilables, se somete a la sccidn oxi-
dante de este cultivo un esteroide oon une cédeng lateral de
2 étomos C en posicidn 17 ¥ un grupo ll-metileno y se gigle
un esteroide ll-oxidado con igual ndmero de ftomos ¢ en el
eaqueleto O~0 que el esteroide de rartida.

%6.- Procedimiento pora introduclr ox{geno en un
e3terolde, caracterizedo porque en condi ciones serobiss ge
ocultiva une raze oxidante de uns especie de hongoe del orden
Mucorales en un terreno de cultivo conteniendo nitrégano hs

carbono asimilables ademés del carbono del esterolde, se 30

- mete & la scoldn oxidante de este onltive un esteroide hasta

con 22 atomos ¢ inclueive en el esqueleto C~C y =6 separe el

esteroide oxidado producido.
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“7.- Un procedinmiento nesrs lz pzouuucién de un es-
terolds oxigenado.

Segﬁn~se descfibe v relvindics en la pregsente me=-
morig descriptiva ¥y e llusirsz con los erometogremss ¢ue &
5 le misms se scompafiane. .
gongts ests memoria de ochenta y une hojas iolladss

y escoritss 2 méduing por una sols de sus carase

ledrid, a 17

fgosto de 1951.

C=E i ettt s R



IGURE 2

= PROGESTERCNA

11 -~ CETO

ora ~

gester

N s




195253

-

Ty




199253

11=Cetoprogesterona~ ldentidad
Control +

Control DHP-108.,3 DHP-~108.,3

Coct Sample fied

319-DHP~108,3

326 26,
0z OXIDACION d
:Eo :}.’.'II T (8% ?x €
CONTROLe AUTENTI
11-CETOPROGESTERONA (80 )')

Comp .S Bioconversion por EH %role:

266=H0M=213 ~349«SHE32
Propilenoglicol=Tolueno

348*® 48Hr.fermentscion de

compuesto S (300 )

548 + Controles:

Controles Compuesto F 167
l6¢
324

”

oy TIg. V]

s Sy
LR R TR Js




Comp. S Bioconversion por RH 176

266-HOM-213 ~/349-SHR~32
Propi lenoglicol~tolueno

= fermentacion compuesto S

13 i & continuaciom las horas
e fermentacion

Controles: compussto F (164"
" B [(l6d

" S (3¢
corticosterons 32

//gﬁ

Sléhres. . S28hrs, Control .S40hrs .S48hrg,

Ermoms
1N

F IR

L

199253

17=ed ~hidroxiprogester rs.
ontroles
HOP=-16 HOP=24 JHOP—].B BGP:-BG ],

Conve

166 HOM-214 349~SHE-36 8ig.
gropileno glicol-!'clueng g

16®. 17=cCahdro sterona
(3003 11z br. Fopaahiogisd

HOP=24= {dem 24 hr.Fermentsc ion
Controles:

11-el ~hidroxiprogesterons (ca,240 #
Dinidroxiprogesterona, DHP~95.4 (604

o J1g 7

-




Cr amatograme Alp0s 22-(HOP-24)
fracciones controles w fraccion F

319 - DHP =~ 111

349 ~SHE= 37,38

Todes las fracciones wmplicadas ml
nivel 1607

Control mixto:

Compuesto X (16 7)
dihidroxiprogesterona (DHP95.4)
(307*)

F= control compuesto F (167°)
El cromatograma AlpOs; de
266~HCM=214 (17-of~HO,progeste~
rons)

e} 8

1 99253

Cromatograma Al,03 22- (nOP-24)

32

fracciones l controles = fra.cc?a

l 26 28

319 - DHP - 111
349 =~ SHE « 37,28
Todas las fracciones aplicadas

" a8l nivel 1602

Control mixto:

Compuesto B (164" )
dihidroxiprogesterona
(bEP 95.4) (30 2)
Fzcontrol compuesto F(167°)
El cromatograms A1,03 de
266-HOM=214 (17=0k =HO,progeste=
rons.)




Bioconversion progesterona
Pl PR=Control. P3
' ] B ' ‘-

P4

26 6~HM~1997 1507
349=SHB=40 (P4)
Propilenoglicol=tolueno
P4= fermentac ion progesterona
{300 ) _
Controless
: dihidroxiprogesterona (DHP95.4)
60
-0k «HO ,progeste o
2&1, i »Prog rons (unos

{ 99253

Bioconversion progesterons

oCl1 ocz2 Prog

266-H(M~199=0C1 y OC2
363-MIV~L]1 .
ca*bitol-metilciclohexano

0C1) fermentaciones progesterona
ocz) (5009*)

Progs control progesterona (802')




Biocamversion progesterons

Control

Control

¢

266~HOM-218/3008 y 199/300T
349-SHE=44P1 y 44P2
propileno glicol=tolueno
Plefermentacion progesterona
. (HOM-212/300B8) (3007 )
P2* farmentscion progesterona
(HOM-199/300T) (300 ")
Controles
¢t 211=8~HO, progesterona (307)
" mdihidroxiprogesterona (DHP
95¢4) (30p)

g /2

1 99253

DOC, conversion progesteroma

204DR  DOC Cort Z205PF PROG

266-HCM-204DR y 205 PP

i S63=-MIU=22

! carbitol-metilciclohexano

! 204DR= ferments %gron 21‘. ~desoxi~

(¢
. corticosteronsa 4
: con rag ll~desoxicorticoste~

rona
c('gz'ﬂ;_.fmtrol corticosterona

PROGecontrol progesterona (804°)
-‘;.gﬁ PPefermentacion progesterona

207]




Bioconversion
17-0(-H0, progesterona

_ Controles
+
m Hp2

266=-HCM=-1968 HPR

349=~SHE=22

propileno glicol=tolueno.

HP2sfermentac ion 17=¢~HO, pro~

gesterona (3203‘)

Controles:

tihidroxiprogesterona (DHP 95.4)
(607)

corticosterona (64 7')

Bioconversion acetato comp.S

controles —
209-S4 209-5A J

£66-HM=2095A ~349-SHR-31
propileno glicol=tolueno

209=Sk=fermentacion acetsto CaMpue s«

to S (3202)
Controles:
Compussto F (16 ")
" E (167")

» S (647)

/90
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DOC, DOCA Bioconversion
ontroles 4
D2 DAZ ] D2 DA2

266«H(M=198=D2 ¢+ DAR
349~SHE=-21
propileno glicol«tolueno

D2lll-desoxicorticosterona (320} )
DAZ= gcetate ll-desoxicorticoste-
roana (3200)°
Controles ¢ D2
Conireles +DAZ
Controles: compuesto F (16 )
n E (167")
s (64 7)
corticosterona (64 &)

g /5

Bioconversion compuesto 8 por RH176
Controles+
Sa2 82 SA2 se /

266=HCM-198 S2 y SAZ
349=SHB~25
propileno glicol=-tolueno

S2« fermentacion compuesto S (3202*)
SAZ= fermentscion compuesto scetato
$(3208")
Controlea: compuesto F (16 ')
" B (164")
" S (644°)

i




Biocanversion S y acetato S

Control+ \L
sA4 S4J s4  SA

i

266-HM~196=84 y SA4
349-SHB-26
propileno glicol-tolueno

S84~ fermentacion compuesto S
(320 )
SAde fermentacion compuesto ace~
tato S (3207)
Controles: compuesto F (167 )
- E (167)
- S (64¢)

//g /8

19982583

Biloconversion comps S por M6

1. Controles

CF 9499 —str- 4%

£66~H(N=21TMuS "V 349-SHE~48
propileno glicol=toluemo

lefermentacion campuesto S (320))
Controles:s compuesto F (167)

" E (162")
" S (324)
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Bioconversion sndrostenodionn
Bioconversion sndrostenodiona

And AR DOC Prog S

Prog S

*

And AR DOC

A

266-HOM=219 AR ~ 349«SHE 70.3

propileno glicol~tolueno R66-HOM=219 ARABLI~SAB=70,3

And® control androsteno@ions (80)) bit _—
ABR= fermentacion androstenod iona ::;. c:x{:::?:.:;:g?::nodiom
(5007 (807)
DOGCs c‘zontr;ol 1] desoxicorticosterona ARm fermentaciom androstencdions
642 (
5007 )
Prog® control progesteroma (80¢”) D0Ce
8= control compuesto S (322) c:ﬁ::“’ Z:si;-?eaoxicortionto-

Prog® control progesterms {(807)
Secontrol ompuesto S (327')

//g, 20 | //g. 2l




199253

T8 B oconvers ion ergosterona por
Biocmveﬁiﬂscoleatenm por B 176 80 P

Chol CR Doc Prog Zrg OB DOC Prog

!

266 HM=219CR ~r349=SHE=70,.2
Carbitol-metilciclohexano

Chol® control colestenona (807" )
CRafermentacion colestenona
(600 )

DOCa control ll=deoxicorticos-
terona (642")
Prog= control progesterona (647 )

B66=HM=219-C8 ~ 349-SHB=70,1

Carbitol=-metileiclohexanc

OR* fermentacion ergosterama (5007")

Ergs control ergosterona (807)

DOC* control ll-desoxicorticosterce
na (642°)

Frog= control progesterona {64g)

//g. 23
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bR L

i Controles
ER ER Controles Veg + Veg Controles

Bioconvagg %gglgggoaterol

266-HCM-220V ~ 349~5HE-53+2
propileno glicol=tolueno
Vegs fermentec ion progesteronsa

: e Controles:
; SRR b+ P 11«04 =HO, progest erona (60 )
266-HOM=219ER ~ 349-SHE=70 .4 dihidrgoxiprogesterons (207°)

propileno glicol=tolueno
FRw fermentacion ergosterol (5004 )

Controles:
ll~desoxicorticosterona (642 )
ergosterol (9677)
compuesto S (32)

//g, 24
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Bioconversion progesteronsa por
Mucorales

M5 Controles

Ml ¥4

314 AW=64w7) e~ 349=SHE~4T7
propileno glicol=tolueno

Ml® fermentacion progesterons
m/pe (3207)

Mésfermantacion progesterms
M4/P6 (3207°})

5= fermentacion progesterons
N5/p6 (3207')

Controles:
11=6{=HO0,progesterona (307)
dihidroxiprogesterona (DHP
95.4) (30y)

Bioconversion progesterona por

Mucorales
Controles
! a b
L i

M2 w3 M6

314=AW=64=71 ~ 349~SHE=40

prolineno glicol=tolueneo

M2= fementsc ion M2/P6 (2407”)
M3® fermentsc ion M3/P6 (2407)
Mé= fermentacion M6/P6 (24077)
Controles

11 «BO,progesterona (304°)
d thidroxiproges terona (DHP

965.4) (307°)
b) \11 «=~HO, progesterona (604" )

i
Csy




Bioconversion progesterons por oconversion progesterona

Mucorales l g 92 33 por Mucorales !@o bR

; n? M8 Controles B2 R6 Controles
| J ! ! ] i | '
|

[P

314~ AW~64~71 349-SHE~47

propileno glicol=tolueno

R1® fermentacion R1/P6 (3207")
R2® fermentacion R2/P6 (3204")
R6® fementacion R6/P6 (3200)
Controles:

11 k~H0,progesterona (307 )

314mAWeB4=7 49-SHE=47 dihidroxiprogesterona (DHP 95.4)
propileno glicol=tolueno (307)

M7mfermentacion M7/P6 (32097)
M8aferme ntac ion M8/P6 (3204 )
Controlem:

11= & =H0, progesterona (307 )
dihidroxiprogesterona (30Q')

g 28




Bioconversion progesterona por

Mucorales

Contro les

R3 R4 [ B

314~ AW 647 frmammB 49 - SHE~40
Propilehe glicol=tolueno

R3= fermentacion E3/P6 (2407)
B4= fermentzciom R4/P6 (2402)
Controles:
a Tl1- ~HO,progesterana {304 )
dihidroxiproges terona
(DHP 95,4) (304")
B =ll=th=«HO,progesterons (604)

//g. 30

| 1 99253 )

|

Biocmversion progesterona por
Mucorales 3

n Controies

314~ AW 6407 | i 349 = SHE=50
propilenc glicol=tolueno
B6=fermentacion RE/PH (3207”)

R?® fermentacion R7/P6 (3205")

RB» fermentacion R8/P6 (320/)
Controles: ll-«X=HO,progesterona
(642 ), (307') dihidroxiprogesterons
(DEP 95.4) .
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Bioconversion DOC por Mucorales

n M2 M3 Controles

314=AWet4="7] v 349=SHE~50

propilenc glicol~tolusno
Mi=fermentacion M1/DOC6 (3203‘)
M2Z fermentacion M2/DOC6 (320" )
M3= fermentacion M3/DOC6 (3202 )
Controless meszcla de

compuesto F (167")

" B (167)

corticosterona (6474 )

//:9 I

L)

joconversion
M2 (ATCC 120 71)

Cont rﬂoa Controle

314~ AW=64~71 ~v 349~SHE-50

propileno glicol=toluene
M2=formentacion M2/DOCE (3204* )
Control es:mezcla de
compuesto F (16 2°)
hd B (16¢")
corticosterma (647°)

DOC por Mucorsle




S I

Bioconversion DOC por Mucor;les
A 4857
m( ngntrolc);s
m

+ , Controles

314wAW=64=71 —~ 349=SHE~50

propileno glicol=tolueno
Misfermentacion M1/DOC6 (3202 )
Controles: mezcla de
compuesto F(167)
" B(164)
corticosteronn (644")

' g, 34

Conversion progesterons por fil-

trado crldo
s1 SII Control B BF

349=5HE~41

control® progesterona (6472")

SI1=fermentacion por filtrado de
caldo diluido pH 6,76

S1I= anélogo SI,perc pH 4,66

R=fermentscion por micelio

BFefermentacion por filtrade caldo
gin diluir ph 4,1

carbitol=metilciclohexano

[P
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Conversion ll-ﬂ-HO,progesterona :
por RH 176

Controles
72 4+ 172 Controles

266-H0M=229 ~ 349-SHE~72

propileno glicol=-tolueno
728fermentacion 110X ~HO,proges=
terona (320p)

Controles:
11 =H0,progesterona (607" )
dihidroxiprogesterena (DHP
95,4) (307")

g 36

1
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