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PATENTE DE INVENCION

a favor de
MERCK & C2., INC. - de nacionaslidad norteamericana -
domicilinde en RAHWAY (New Jersey, E. Us)
por: |
# Procedimiento para la obtencidn de compuestos este-

-

roides por fermentacidn *

ewrremzze=z3 § Q00 § mxmmzeme—e
Memorie Descripbtiva
Eate invento se refiere en gemeral a la produccidén

de compuestos esteroides valiosos por fermentacidne uds

concretamente, atafie a un nuevo método microbioldégico para
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introducir un doble enlace en los dtomos Cl y C2 de carbono
del ndcleo del esteroide, por medio de microorganismos del
género Bacillus. De acuerdo con una forma preferida de rea-
lizacién del invento, A"'-}-cetostemides tales como ‘:\4-preg-'
nen-3,11,20-~triona-174 ,21-diol y [&4—pregnené3,20Adiona;113-
174 ,21-triol se convierten en los correspondientes [3;,4-3-
cetosteroides, A1'4-pregnadien-3,1l 2 20-triona-17 « ,21-diol

v D114 pregnadien3,20-diona-11 3 ,17< ,21~triol, respectiva~
mentes Estos dltimos compuestos poseen actividad de corti-
sona, pero difieren de ésta por estar virtualmente exentos

de efectos secundarios, tales como edema, por no producir re-
tencidn apreciable de sodio o de agusme

La preparacidn de £§1’4—3—cetosteroides por medios
quihicos no ha sido satisfactoria, porque las reacciones qui-
nicas implicadas dan mezclas de varios compuestos. La sepa—
racién de los productos intermedios y finales buscados, de
tales mezclas resulta costosa, y proporciona rendimientos
escasos de los compuestos [51’4—3—cetosteroides que intere-—
sane

Un objeto del presente invento era descubrir un mé-
todo de un solo tiempo para introducir un dodle enlace [&1
en compuegtos esteroides.

Otro objeto era obtensr esta desaturacidn [§1 por un
método seleotivo que produjera la formacidn de los Al-este-
roides buscados no contaminados por subproductos inoportu-
nose

Otro objeto més era descubrir un método que permitie-
ra producir directamente [&1’4-3-cetosteroides de la serie del
pregnano, con gran rendimiento, a partir de los correspondien-

tes compuestos [§4~3Acetopregnenos.
Se ha descubierto shora que la deshidrogenacidn se-
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lectiva :51 de compuestos esteroides se puede conseguir me-
diante un nuevo procedimiento bacterioldgico de deshidroge—
nacién que comprende poner en contacto un compuesto esteroi-
de, en particular no saturado en C5 y oxigenado en 3, con la
actividad deshidrogenante de microorganismos del género Baci-
llus, con preferencla microorganismos pertenecientes a la es-

pecie Bacillus sphaericus. Esta especie, seglin se define en

el Manual de Bacteriologf{a Determinativa de Berbey, 68 edi-

cidn, comprende diversas variedades, tales como rotans, fusi-
formis, etce, y, en algunas colecciones, estas variedades se
incluyen como especies, B.rotans y Besfusiformis. Estos micro-
organlsmos de la especie Besphaeriuus pueden obtenerse de
fuentes conocidas, como la Coleccidn de cultivos de tipo ame~-
ricano, Washington, De.Ce, 0 aislarse de fuentes naturales,
por ejemplo, del suelo, por métodos conocidos.

La deshidrogenacidn se puede efectuar poniendo en
contacto el compuesto estercide con los mismos microorganis—

mos B.sphaericus, o, si se prefiere, con sus sistemas enzi-

mdticos, de modo que el hidrdgeno ligado a los £tomos de car—
bono Cl ¥y 02 se elimina selectivamente para producir el i&lé
esteroide buscado, no contaminado en substancia por subpro-
ductos inoportunos. OCuando un compuesto [34-3Apregneno se
somete & la actividad deshidrogenante de microorganismos

Besphaericug, se obtiene directamente y en gran cantidad el

A, )
correspondiente compuesto ;51’4-pregnadieno.

Aungue este nuevo método bacterioldgico de deshi-
drogenacidn es aplicable para la deshidrogenacidn ;Xl de com~
puestos F-cetogteroides, generalmente con independencia de
los sustitutivos ligados & los anillos B, C y D, o del grado
de saturacién en los mismos, de ordinario se prefiere utili-

zar en este m&todo como materias primas compuestos esteroides
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no saturados en C5 y oxigenados en 3, de la serie del preg~
nano, como A4-3-cetopregnanos, por ejemplo, A4-pregnen-
3,20-diona, A 4-pregnen--S ,20~-diona-17A4 -ol, A4-pregnen-
3420-diona~2l-0l-2l-acilato de A4-pregnen-3 »20-diona-21-o01,
21-acetato de .\ 4-pregnen-3 ,20-diona=-21-01, A4-pregnen—3 3 20=
diona-17ek ,21-diol, 2l-acilato de L\*-pregnen-3,20-diona-17,
2l-diol, 2l-acetato de A4~pregnen—3,20-diona—l70( —-,21-diol,
A4~pregnen-‘-3 920~diona-17A ~ol-21-al, A 4'--;pregnen—'-3 , 11,20~
triona, A4—pregnen-3 »11,20-triona-17 X -ol, A 4'—]91'65;:1!311-’»3',
11,20-triona~2l-0l, 2l-acilato de A 4-pregnen-’»3 911,20~triona~
21-0l, 2l-acetato de A"'—pregnen—é p11,20-~triona-21l-o0l, A 4
pregnen-3,11,20-triona-17A ,21-di0l, 2l-acilato de A 4—pregnen
5411,20-triona-17,21-d410l,21l~acetato de A 4-pre gnen-3,11,20,
triona-17 A ,21-diol, A\ *-pregnen~3 y11,20-triona~17c -ol-21-al,
A 4-pragnen—3,20~diona—ll i3 -ol, A4~pregnen-3,20-diona.;11 ;3 .
21-d101, 2l-acilato de /\*—pregnen-3,20-aiona-11,21-diol,
21l-acetato de A“—pregnen% ,20-diona-11.3 »21-d1io0l, A4-p1'egnen
3,20~diona-113 —01-21-a1, i\*-pregnen—3,20-ai0na-113 ,174 -
diol, A4-preénen-3 y20-diora-11 3 s 17~ ,21-triol, 2l-acilato
de A4-pregnen—3, 20-diona-11,17,21-triol, A 4-pregnen—3 9 20—
diona-11 3,17 4 ~diol-21-al, 2l-acetatode L\*-pregnen-3,20~
diona-ll 3 117 4 ,21=-triol; haloderivados en 9 de estos compues-
tos A4-—’)"-cet0pregnenos, tales como 9-halo~ AA'-_-pregnen-’.B,zo-
diona-17,21-~diol, 9-fluoro- A"pregnen—B, 20-diona-17A ,21-
diol, 2l-acilato de 9-halo- A4-pregnen-3 »20-diona-17,21-diol,
2l-acetato de §-fluoro- A4-pregnen-3',20—diona—l7 A ,21-diol,
g-halo- :\4-pregnen,3,11,20-triona-17,21-di0l, 9-fluoro- .\ 4=
pregnen-3,11,20-triona-17A4 ,21~diol, 2l-acilato de 9-halo-
A‘*-p:regnen-j 411 ,20~triona-17,21-diocl, 2l-acetatode 9-fluoro-
A4~pregnen-‘-3,ll,20-triona-17d\ 921l-diol, 9-halo- A4-'-pregnen-
3,20~-diona, 11,17,21-triol, 9-fluoro- A"’-pregnen— 33 320-diona~-
113 ,17~,21-triol, 21-acilato de 9-halo- A4_pregnen_3’20_,
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diona~11,17,21-triol, 2l-acetato de 9-fluoro-— A4—pregnen—
3,20-diona-1l 3 ,17+4 ,21-triol, y sus anflogose. En vez de
A’*-S-—cetopxégnanos, puedo emplear como materias primas
otros compuestoe esteroides no saturados en C5 y oxigena-

dos en 3, por ejemplo, A5-3-hidroxipregnenos tales como

A 5-pregnen—20—-ona-3—ol, As-pregnen—zo—ona-‘S,l?c’( '-di-ol’,“

JAN 5-—pre gnen-20-me-3,21-diol, 2l-acilato de FAN 5-pregnen¢%
20-ona-3,21~diol, 2l-acetato de /\ >-pregnen-20-ona-3,21-
diol, AE—-pregnen-ZO-ona-Z» 2 17A ,21-triol, 2l-acilato de
A5-pregnen—20—ona-3,l7 ,21l=triol, 2l-acetato de N\—pregnen—
20~ona 3,17+ ,2l-triol, As-'-pregnen-ll,20-diona—3-ol, A 5.
pregnen-ll,20-diona~3,17A -diol, A -pregnen=-11,20-diona-
5,21=diol, 2l-acilato de N -pregnen~l1l,20-diona-3,21l-diol,
2l-acetato de A > ~pregnen—11,20-diona=3,21-diol, L\ 5-pregnen—
11,20-diona~3,17~ ,21l-triol, 2l-acilato de /\°-pregnen-11,20-
diona=3,17 A ,21-triol, 2l-acetato de As—pregnen-ll,zo-
diona~3,17« ,21l-triol, A 5—pregnen—20~ona—3 11l 3 ~diol ’ A 5.
pregnen-20-ona-3,113 ,21-triol, 2l-acilato de A 5-'—pregnen—
20-ona-3,11,21-%triol, 2l-acetato de As-pregnen-zo-ona-S,llia ,
21l-triol, AB-pregnen-ZO—ona—B,ll } 2174 =triol, A5-pregnen-
20-0na-3,113 ,17 A ~21-tetrol, 2l-acilato de /\S-pregnen—20~
ona-3,11,17,2l-tetrol, 2l-acetato de /\’-pregnen—20-ona-3,113,
174\ ,21-tetrol; haloderivados en 9 de estos A5-3—hidroxi-
pregnenos, tales como 9-halo- A 5--pregnen-~20--one--3,17 g 21—
triol, 9-fluoro- As-pregnen—ZO-—ona-S,l7 A ,21-triol, 21-
acilato de 9-halo-AS-pIegnen-ZO—ona-B,l'T s21-triol, 2l-
acetato de 9~fluoro- As—pregnen—ZO-ona—S,l? X ,21~triol,
9-halo- As -pregnen-1l,20-diona-3,17,21-triol, 9-fluoro-

A S-pregnen-11 } ,20-diona~3,17 ,2l-triol, 2l-acilato de
9-halo- As-preénen;-ll ,20-diona-3,17,21-triol, 2l-acetato

de 9-fluoro- As -pregnen-11 } 3 20-diona-3,17 X ,21=-triol, 9-
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nalo- A 2 ~-pregnen—20-ona-3,11,17,21-tetrol, 9-fluoro- A>-
pregnen-20-ona-3,113 ,17 A ,21-tetrol, 2l-acilato de 9-halo=
As-pregnen-zo—ona;3,ll,17 y2l=tetrol, 2l-acetato de 9-
fluoro-~ A5-pregnen—20-ona-3,113 ,17% ,21=tetrol; y A 53
pregnenos {con menos alcanoiloxi), tales como 3-(alcaneato
inferior) de AS-pregnen-zo-ona-3-ol, 3~acetato de AS-PIGE-
nen-20-ona-3-0l, 3-(alcanocato inferior) de A 5-pregnen~20é
ona-3,17-diol, 3-acetato de /\ -pregnen-20-ona-3,17 -diol,
3-(alcanoato inferior) de As—pregnen-zo-ona—B ,21l-diol,
3-acetato de /\ -presnen-20-ona-3,2l-diol, 3,21l-bis (alcan-
oato inferior) de A 5—pregnen-20—ona—'-3, 2l-diol, fizl-diace-
tato de A\ 5~pregnen—20—ona—3,21-6.101, 3-(alcancato inferior)
de A\ 5-pregnen—20—ona-3,1‘7 y2l=triol, 3-acetato de A5-preg—
nen-20-ona-3,17+ ,21-triol, 3,21l-bis (alcanoato inferior)

de A 5—pregnen—20-ona—3 y17,21-triol, 3,21-diacetato de AN
presnen—20-ong~3,17 4 ,21-triol, 3-(alcanocato inferior) de

A 5—pregnen—11,20-diona-3-ol, 3-acetato de A5-pregnen-11,
20-diona=3-0l, 3-(alcanocato inferior) de A 5-pregnen-11,2o..
diona-3,17-d10l, 3-acetato de /\’-pregnen—i1,20-diona-3,17.X -
diol, 3-(alcanoato inferior) de As-pregnen-ll,ZO-diona-s ,21-
diol, 3-acetato de AS ~-pregnen-11,20-diona-3,21-diol, 3 321
bis (alcanoato inferior) de A5-pregnen—11 y20-diona-3,21-~diol,
3,21-diacetato de £\ -pregnen-11,20-diona-3,21-diol, 3-(sl-
canoato inferior) de As-pregnen-'-ll,zo-diona-B,w »2l-triel,
3-acetato de A 5-—pregnen—11,20-diona-3,17 A ,21-triol, 3,21
bis (alcanoato inferior) de A s-pregnen—ll',20-diona—3,17’21_
triol, 3,21 diacetato de A5-'-pregnen_11 ,20-diona-’3,17>(’21.;
triol, 3—-(alcanoato inferior) de A 5-pregnen-20-ona—‘-3,11_
diol, 3-acevato de A.5-'-pregnen-20-ona_3 ,11 3 ~diol, 3-(alca~
noato inferior) de A5—pregnen—20—0na_3’,11 (3 ,17-triol, 3-
acetato de /) 5-pregnen—20-ona-3 111 3,17 A ~triol, 3-(alca-

noato inferior) de AB -pl‘egnen-20-,-6na-3 y11,21=triol, 3-gcetatc
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dos en C5 y oxigenados en 3, puedo utilizar as{mismo co-~
mo materiales de partida 3F~cetopreznanos o 3-hidroxipregna-
nos, tales como pregnan-3,20-diona, pregnan=3,20-diona-l7d -
ol, pregnan-3,20-diona-21-o0l, pregnan-~3,20-diona-17<,21-
diol, pregnan-3,11-20-triona, pregnan-3,11,20-triona-17« -ol,
pregnan-3,11,20-triona-21~0l, pregnan~3,11,20-triona-17« ,21=
diol, pregnan-s,zo-diona-u(a -0l, pregnan-3,20-diona-11 ;3 s 17+
diol, pregnan-3,20—diona—'—11i3 s21-diol, pregnan-3,20-diona-
11 -53 217 A, 21-triol, pregnan-20-ona-3-ol, pregnan-20-ona-3,17c-
diol, pregnan-20-ona-3,21-diol, pregnan-20-ona-3,17d ,21-triol
pregnan-11,20-diona-3-0l, pregnan-11,20-diona-3,17d ~diol,
pregnan~l1l,20~diona~3,21-diol, pregnan-ll,20-diona-3174 ,21-
tricl, pregnan-20-ona-3,113 -diol, pregnan-20-ona-3,11[3 ,
17o =triol, pregnan-zo-‘-ona:-B,ll 3 ,21-~triol, pregnan-20-ona-
3,11:3 3170 ,21l~tetrol, y para las uaterias primas enumera—
das que contienen radicales hidrdxido en las posiciones 3
y/o 21, ésteres 3 y/o 21 de los mismos con dcidos carbox{-
licos de menos hidrocarburos, tales como los dcidos acético,
propidnico, butilacético terciario, benzoico y similarese
La deshidrogenacidn bacterioldgica ahora inventadas
8¢ realize poniendo en contacto el compuesto esteroide oxi-
genado en 3 con la actividad deshidrogenante de microorga-

nismos de la especile Bpeoillus sphaericuse Para ello se pue-

de afiadir el compuesto esteroide sélido, o disuelto en un
disolvente, por ejemplo, una dialquilcetona, como la aceto-
na, una diaslquilformemida, como la demetilformamida, o sus
anflogos, en condiciones estériles, a un cultivo del microor-
ganismo en un medio nutritivo, y agitar la mezcla resultante,
con 1lo gue ge desarrolla el microorganismo y se deshidrogena

el compuesto esteroide. El1 esterolde se puede agregar cuan—

do el medio nutritivo se inocula con el cultivo de Besphaeri-
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cus, o bien se afiadird a un cultivo ya existente. En lu-
gai de agregar el compuesto esteroide al cultivo existen-

te en el medio nutritivo, la vegetacidn celular del men-~
clonado cultive se puede filtrar del caldo, lavar con agua
destilada, y suspender en solucidn acuosa amortiguada que
contenga el esteroide oxigenado en 3, y, al agitar la mez-
cla resultante, se deshidrogena el esteroide para formar

el correspondiente [X1~3-esteroide oxigenado en 3., Este
dltimo se recupera mds fdcilmente de este medio que de la
mezcla obtenlida incubando el esteroide con el microorganis—
mo en el medio nutritivo original. También se puede poner
el esteroide oxigenado en 3 en contacto con preparaciones
enzimdticas deshidrogenantes tomadas del cultivo de Begphae~
ricus, para formar asfi el correspondiente [&l-esteroide oxi-
genado en 3,

Los medios nutritivos empleados para realizar esta
deshidrogenacidn bacterioldgice son los utilizados de or-
dinario en la propagacidn de microorganismos del género Ba-
cillus. Estos medios comprenden una fuente de nitrdgeno y
carbono, sales inorgénicas y factores auxéticose El car-

bono puede ser suministrado por compuestos tales como ace-

tatos, lactatos y similarese El Besphaericus no consume en
cantidad carbohidratos, que pueden ser incorﬁorados al nedio
u omitidos sin afectar seriamente a la deshidrogenacidn de
esteroides. El nitrdgeno se puede tomar de una sal amdénica,
aminodcidos o protefnas tales como juifas de soya, avena, le-
vadura, extractos de levadura, digestidn triptica de casei-
na, extracto de carne, sangre molida, carne proteinica y

reeduras de hueso, harina de salmén, harinas de pescado, ma-
terias solubles de pescado y de destilerfas, etc. Si se quie

re, el bacilo puede propagarse empleando protefnas (o ami-
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nodcidos) sin ningfn carbohidrato en el medio, y en este
caso las protefnas o los aminodcidos sirven como fuente del
carbono y del nitrdgeno requerides por los microorganismose
Aunque, como se deja indieado, la deshidrogenacidén
del conpuesto esteroide oxigenado en 3 se puede efectuar
empleando preparaciones enzimdticas deshidrogenantes toma~

das del cultivo de B,sphaericus, 0 poniendo en contacto el

esteroide con una suspensidn de un cultivo ya existente en
agua destilade, se prefiere cominmente afiadir el esteroide
oxigenado en 3 a un medio nutritivo gue ccntenga un cultivo
de 24 horas de Besphaericus. La proporcidn del compuesto
esteroide que se puede‘agregar al medio varfa segin los subs-
tratos sometidos a deshidrogenacidn, pero habitualmente se
prefiere emplear una concentracidn aproximada de 0,005% a 0,2
% del esteroide oxigenado en 3, aunque pueden emplearse con-
centraciones mds altas o mds bajas, si se quieres Il culti-
vo que contiene el esteroide 3-oxigenado afiadido se incuba
entonces, mejor con agitacién y aireacidn, durante un perfo-
do adicional, que suele variar entre diez y cincuenta horas,
si bilen pueden convenir lapsos de fsrmentacidn mds breves o
més largos para la deshidrogenacidn de determinados substra-
tos de J-cetoesteroidess Teniendo en cuenta que fermentacilo-
nes v»rolongadas pueden acarrear la destruccidn del £§1-3—
cetosteroide, se prciiere cominmente emplear un tilempo de
fermentacidn aproximado de 10 a 24 horas, que, segdn el subs-
trato de esteroide, ha dado por resuliado rendimientos md-~
ximos del esteroide de [&l-deshidrogenado.

Después de terminado el proceso de deshidrogenacidn,
el producto se recupera convenientemenite del caldo fermenta-
do mediante extraccidn con un disolvente no miscible con

agua, por ejemplo, con un hidrocarburo clorado, como clorxo-
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formo, una cetona, que puede ser metilisobutilcetona, un
alcanoato de alquilo, como acetato de etilo, o sus andlo-
gos. El extracto de esteroide [Xlédeshidrogenado y el ma-
terial de partida sin reacclonar, se purifica conveniente-
mente por cromatograffa, empleando gel de sflice, alilnina
activada o sus similares, o, si se quiere, por medio de cro-
matogramas descendentes sobre papele Después de separar el
producto deshidrogenado del material de paritida sin reac-
cionar, el producto se puede purificar mds, si se guiere,
por recristalizacidn a partir de un disolvente como acetato
de etilo, acetato de etilo con éter de petrdleo, y sus simi-
lares.

De conformidad con este método de deshidrogenacidn
pacterioldgica, y utilizando los estcroides no saturados en
C5 y oxigenados en 3 ya enumerados, se obtienen [X1’44 -
cetopregnadienos tales como ﬁkl’4-pregnadien~3,20-diona,
£§1’4Apregnadien-3,20édiona-17o(-01,,£§1’4-pregnadien~3,20-
diona,21-01, N1s4 yregnadien—3,20-diona-17d ,21-dio1, AA\1r4-
pregnadien-3,20~diona=17X ~ol=2l-al, [Slf4-pregnadien-3,11,20—
triona, 211’4—pregnadien~3,11;20-trionaél7o(401; Zx;'4-pregna-
dien-3,11,20-triona~-21-ol, [\ T?4-pregnadien~3,11,20~triona~
17 ,21-d101, [\114_pregnadien-3,11,20-triona=17+ —ol-21-al,
A1i4_regnadien~3,20~diona=11 34 =01, A114-pregnadien~3,20-
diona-11 3 —01-21-al, \17%4-pregnadien-3,20-diona-11 9 ,21~diol,
ﬂk1’4,p£egnadien-3,2O-diona-11 3,17f(-diol,.131P4,pregnadien-
3,20-diona-11 % ,17ck ,21-triol; 9-~halo- :&l'4-pregnadienos)
tales como 9-halo- ;&1’4—pregnadien—3,20-diona—17,21—diél;
9-fluoro- . \114-pregnadien—3,20-diona-17~ ,21-diol, 9-halo~
ﬁk1'4-pregnadienr3,204diona-17,11,21-triol3 9<halo- Als4
pregnadien-3,11,20-triona-17,21-diol, 9-f1uoro-.:§154-pregna-
dien-3,11,20-triona-17 ,21-diol, 9-fluoro- 2\1'4-pregnadiens
3,20~diona-11 3,17 of,21-triol, y otros andlogos.
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Los siguientes ejemplos ilustran métodos de llevar a
la préctica el pregente invento, pexro debe entenderse que es~
tos ejemplos son simplemente ilustrativos, y no limitativos,

EJEMPIO 10.~

Se preparén 50 ml, de un medio nutritivo con la si-

gulente composicidn:

Cerelosa 1l g.
BEdanina _ 1l ge
Iiguido de macerar mafz 0,25 ml,
Extracto de levadura 0,05 g
Agua destilada, ceSe para 50 mle

Este medio se ajusta a un pH 6,5 con EOH, se este-
riliza, y se inocula con unos 2,5 a 5 ml, de un cultivo ob-

tenido incubando Bacillus sphaericus (1iB431l) en el mismo me-

dio durante 24 horas a 282C; el cultivo inoculado se incuba
luego a una temperatura de 282C, agitando, por espacio de

24 horas. Al cultivo resultante se afiade una solucién que
contiene 10 mg. de hidrocortisona ( A4-pregnen-ll 3,174 ,21~
triol-3,20~diona) disueltos en 0,1 ml. de dimetilférmamida.
El cultivo que contiene el esteroide se incuba, agitando,
durante otro lapso de unas diez horas a 282C,

El caldo de fermentacidn se extracta con tres por-
clones de 50 mle de acetato de etilo, y los extractos resule
tantes se combinan y evgporan en vacfo hasta reducirlos a
un volumen aproximado de 5 ml. Ia solucidn concentrada se
emplea luego para preparar cromatogramas de'papel listado,
que se revelan con formamida como fase lfquida estaciocnaria,
y cloroformo como fase l{quida mévil. Se obtienen dos ban-
das, una de ellas (correspondiente al componente mds mdvil),
muestra la caracteri{stica de adsorcidn mdxima de rayos ul-

travioleta de la hidrocortisona, mientras que la otra indica
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un mdximo de adsorcidn ultravioleta a 242 mu. aproximada-—
mentes El1 cromatograma sobre papel se seca, y la banda que
corresponde a la adsorcidn de 242 mu. se separa y se extrace
ta con metanol. EL material asf{ extractado se somete de
nuevo a cromatograffa en papel listado, utilizando papel
extractadd durante 48 horas con metanol, y empleando el sis=
tema cloroformo-formamida utilizado antese. El cromatogra-
ma resultante muestra sdlo una banda de indicios gque corres-
ponde al material iniclal de hidrocortisona, con la banda
nayor dotada de una adsorcidn ultravioleta mdxima de 242 mu.
El cromatograma de papel se seca bien, y la banda que co-
rresponde al mdximo de adsorcidn de 242 mu. se recorta y
se extracta con metanol. El extracto metandlico se evapora
hasta sequedad en vacio, para obtener [&;’4-pregnadien-11.3,
17 ,21-triol-%,20~dionsa. 5
EJEMPIO 22.~

Se preparén 20 litros de un medio nutritivo de la

giguiente composicidn:

Cerelosa 400 ge
Edamina 400 ge
I{gquido de macerar mafz 100 ml,
Extracto de levadura 20 g
Agua destilada, ceSe para 20 1.

Este medio se ajusta a un pH 6,5 con KOH, se este-
riliza, y se inocula con alrededor de 1 litro de un cultivo

de 24 horas del microorganismo Be.sphaericus (MB431l)e E1L

ocultivo inoculado se incuba a una temperatura de 282C, con
agitacidn, por espacio de unas 24 horas, y sl cultivo resul-
tante se agrega una solucidn de 4 ge. de hidrocortisona en
40 ml, de dimetilformamidaes EL1 cultivo que contiene el es—

teroide se incuba, agitando, por un lapso adicional de unas
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diez horas a 282C,

Bl caldo de fermentacidn se extracta repetidas ve-
ces oon acetato de etilo, y los extractos resultantes se
rednen y evaporan hasta sequedad en vacfo. Una muestra del
material remanente se dieuelve en acetona, y con la solu-
cidn se salpica un cromatograma sobre papel, que se revela
empleando formamida como fase estacionaria y cloroformo como
fase mévile Se obtienen de este modo dos bandas distintas;
la inferior, que corresponde a hidrocortisona no alterada,
se separa, y la otra, que corresponde al[k}'deshidroderiva-
do, se separa igualmente y se elde con metanol, E1 andlisis
de adsorcidn ultravioleta de este eluente metandlico muestra
que la banda superior contiene una cantidad de [S;’4-pregna-
dien-11,17,21~triol-3,20-diona que corresponde a un rendi-
miento total aproximado de 1 ge, basado en los 4 ge. del ma-
terial de hidrocortisona primitivoe

La parte principal del material remanente obtenida
después de evaporar el extracto de acetato de etilo, se so-
mete a reparto entre metanol acuoso al T0% y €ter de petrd-—
leo, con lo que se eliminan impurezas ocleosas de la fase
éter de petrdleo. E1 metanol se separa por evaporacidn de
la fase de metanol acuoso en vacfo, y el lfguido turbio re=
manente se extracta con acetato de etilo. E1 extracto re-
sultante se evapora hasta sequedad en vacio; Yy el residuo se
diguelve en acetona y se scmete a cromatograffa sobre papel
listado utilizendo formamida como fase estacionaria y cloro-
formo como fase mdvile La banda superior, gue corresponde al
Zﬁ}"deshidroderivado; se separa, se extracta con metanol, y
el material as{ extractado se somete de nuevo a cromatogra—
f{fa sobre papel listadoe. Se recorta de nuevo la banda supee

rior, se seca bien, se extracta con metanol, y el extracto
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metandlico se evapora hasta sequedad en vacfo. EL1 material
remanente se recristaliza en acetato de etilo y éter de pe-
tréleo, para obtener unos 200 mg. de [\}?4-pregnadien-113 ,
17A,21l-triol-3,20~diona substancialmente puro, con punt6
de fusidn a 222-2282C.,

EJEMPIO 3%~

Se prepar;h 20 litros de un medio nutritivo de la

siguiente composicidn:

Cerelosa 400 g
Bdanina 400 ge
Liguido de macerar mafz 100 mle
Extracto de levadura 20 ge
Agua destilada, cese para 20 1,

Este medio se ajusta a un pH 6,5 con KOH, se este-
riliza, y se inocula con alrededor de 1 1litro de un cultivo

de 24 horas del microorganismo Bacillus sphaericusg (MB431).

El cultivo inoculado se incuba a una temperatura de 282C,
agitando, por un periddo aproximado de 24 horas, y al éul;
tivo resultante se afiade una solucidn gue contiene 4 g. de
cortisona disueltos en 40 ml, de dimetilformamida. E1 cul=-
tivo que contiene el compuesto esteroide se incuba, agitan—
do, durante otro lapso aproximado de diez horas a 282C,

El caldo de fermentacidn se extracta repetidémente
con acetato de etilo, y los extractos resultantes se rednen
y evaporan hasta sequedad en vacf{o. El andlisis de una
muestra de este material remanente por cromatografia sobre
papel, seguido de determinacidn de la adsorcidn ultraviole-
ta del material contenido en las dos bandas distintas re-
veladas en el cromatograma, informan que el referido mate-~
rial contiene mlrededor de 3 ge de cortigona no alterada,

y aproximadamente 1 g. de [Ll’4-pregnadien-17d‘,21—diol-
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3,11,20~trionae

La mayor parte del material remanente obtenido des—~
pués de evaporar el exiracto de acetato de etilo se somete
a reparto entre metanol acuoso al 70% y &ter de petrdleo,
eliminendo as{ las impurezas oleosas de la fase de étex
de petrdleo. E1 metanol se evapora de su fase acucsa en
vaofo, y el 1fquido turbio remanente se extracta con ace-
tato de etliloe. E1l extracto resultante se evapora hasta se-
quedad en vacfo, y el material,que queda se somete a croma-
tograffa sobre papel listado fempleando acetona como disol-
vente para transpdrtar ese material en forma de rayas sobre
papel), y se utiliza formamida como fase estacionaria y ben-—
ceno como fase mdvil para revelar el cromatograma. La ban-
da superior, que corresponde al.[&l-deshidroderivado, se ce-
para, se extracta con metanol, y el extracto metandlico se
somete de nuevo a cromatografi{m sobre papel listsdo, La ban-
da superior se separa de nuevo, Se seca bien, se extracta
con metanol, y el extracto mctandlico se evapora hasta seque-
dad en vacfo. El material remanente se recristaliza en ace-
tato de etilo y €ter de petrdleo, para obtener unos 250 mg.
de [&1’4-pregnadien-l7°(,21—diol—3,11,20-triona substancial-
mente pura, con punto de fusidn a 232-2362C,

EJENPIO 48,- '

Se prepar;ﬁ 20 litros de un medio nutritivo de la

siguiente composicidn:

Cerelosa ' 400 go
BEdamins 400 g
Li{quido de macerar mafz 100 mi1,.
Extracto de levadura 20 ge
Agua destilada, CeSe para 20 1.

Este medio se ajusta a wn pH 6,5 con KOH, se este-
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riliza, y se inocula con alrededor de 1 litro de un cultivo
de 24 horas del microorganismo Bacillus sphaericus (MB431).

El cultivo inoculado se incuba a una temperatura de 282C,
con agitacidn, por éspacio de unas 24 horas, y al oultivo
resultante se afiade unae solucidn de 4 g. de ﬁ&4-pregnen—
17d ,21-di01-3,20-diona en 40 mle. de dimetilformamidae El
cultivo que contiene el compuesto estercide se incuba agi-
tendo, durante unas dlez horas, a 282C.

El caldo de fermentacidn se extracta repetidamente
con acetato de etilo, y los extractos obtenidos se reinen
y evaporan hasta sequedad en vacfo. El material remanente
gse somete a reparto entre metanol acuoso al 70% y étexr de
petréleo, eliminando as{ impurezas oleosas solubles en la
fase de dter de petréleos EL metanol se separa por evapo-
racidn de la fase de metanol acuoso, en vacfo, y el 1fguido
turvio que queda se extracta con acetato de etilos El ex-—
tracto resultante se evapora hasta sequedad en vacio, y el
material que queda se disuelve en acetona y se raya sobre cro-
ratogramas de papel, que ce revelan empleando formamida como
fase estacionaria y benceno como fase mévil, Las bandas su-
periores de cada cromatograma, gqué corresponden al [Sl-des-
hidroderivado, se separan, se extractan con metanol, y el
material as{ extrafdo se evapora hasta = equedad en vacfo.
El material remanente se recristaliza en acetato de etilo y
dtexr de petréleo, para obtener D;1’4-pregnadien-l7°<,21~diol-
3,20-diona substancielmente puro, que funde a 230-2362C,

BJENPIO 524~

Se prepar;h 20 litros de un medio nutritivo de la

siguiente composicidn:
Cerelosa 400 ge

Edamina 400 ge



10

15

20

25

30

_1- 227982

I{quido de macerar mafz 100 mle.
Extracto de levadura 20 ge
Agua destilada, CesSe para 20 1.

Bste medio se ajusta a un pH 6,5 con EOH, se esteri-
liza y se inocula con alrededor de un litro de un cultivo de

24 horas del microorganismo Bacillus sphaexicus (MB43l)e EL

cultive inoculado se incuba a una temperatura de 28¢C, agil-
tando, durante unas 24 horas, y al cultivo resultante se afia-
de una solucidn de 4 ge de 9=fluoro— /\*-pregnen-11 3,174 ,21~
triol~3-,20~diona en 40 ml. de dimetilformamida. E1 cultivo
que contiene el compuesto esteroide se incuba con agitacién,
por espacio de diez horas, a una temperatura de 282C,

Bl caldo de fermentacidn se extracta repetidamente con
acetato de etilo, y los extractos obtenidos se refinen y eva-
poran hasta sequedad en vacfo. El material remanente se re-
parte entre metanol acuoso al 70% y €ter de petrdleo, elimi-
nando asf{ impurezas oleosas solubles en la porcidn de dter
de petréleo. EI1 metanol se retira por evaporacidén de su fase
acuosa en vacio, y el 1fquido turbio que gueda se extracta
con acetato de etiloe Il extracto resultante se evapora has—
ta sequedad en vecfo, y ¢l residuo se disuclve en acetona y
se raya sobre cromatogramas de papel, que se revelan emplean-
do formamida como fase estaclionaria y cloroformo como fase
mdvile Las bandas superiores de cada cromatograma, que co-
rresponden al [&1-deshidroferivado, se separan, se extractan
con metanol, y el extracto obtenido se somete de nuevo a ero—
matograffa sobre papel raysdoe. Se separa de nuevo la banda
superior, se seca bien, se extracta con metanocl, y el ex~-
tracto se evapora hasta sequedad en vacfo, El residuo gse re-
cristaliza en acetato de etilo y éter de petrdleo, para ob-

tenexr 9-fluoro- [&1’4-pregnadien-118 117X 421-triol~3,20~diona
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substancialmente pura; acetilando este material con anhidri-
do acético en piridina, se obtiene 2l-acetato de 9—fluoro-
2&1’4-pregnadien—115 217 ,21-triol-3,20-diona, con punto
de fusidn a 2368C. :

DJEGPIO_62 o

Se preparén 20 litros de un medio nutritivo de 1la

siguiente composicidn:

Cerelosa ' 400 ge
Edamina 400 ge
Liguido de macerar mafz 100 mle
Extracto de levadura 20 ge
Agua destilada, cese. para 20 1.

Este medio se ajusta a un pH 6,5 con EOH, se esteri-
liza, y se inocula con alré¢dedor de un litro de un cultivo

de 24 horas del microorganismo Bacillus sphaericus (3B431).

El ocultivo inoculado se incuba a una temperatura de 282C,
agitando, por espabio de unas 24 horas, y al cultivo resul-
tante se afiade und solucidn de 4 g. de ﬁ&4épregnen-ll;3,21-
diol-3,20-diona en;40 nl, de dimetilformamida. E1 cuitivo
que contiene el compuesto esteroide se incuba, con agitacidn,
durante unas diez horas, a una temperatura aproximada de
28ecC.

' EL ﬁ§1’4—esteroide formado por la aciividad deshi-

drogenante del Bacillus sphaericus se extrae del caldo de

fermentacidn con acetato de etilé; v se purifica empleando
en lo esencial el mismo método explicado en el ejemplo 42
precsdente, que comprende: 12, reparto entre dter de petfé—
leo y metanol, para eliminar las impurezas oleosas solubles
en el &ter de petréleo; cromatografia de rayas sobre papel,
utilizando formamida como fase estaclonaria y benceno como

fase fija; y 3%, recristalizacidn en acetato de etilo y éter
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de petrdleo, pzra obtener Alr4 pregnadgien-113 ,21-diol-
5420-diona substancialmente pura, con punto dé fusidn a
231-2342GC,

'EJENPIO 78.-

Se preparah 20 litros de un medio nutritivo de la

siguilente composioién:

Cerelosa 400 ge
Zdaring 400 g
Liquido de uacerar maiz 1CC ml,
Sxtracto de lefadura 20 g
Agua destilada, c.s. para 20 1.

Bgte medio se ajusta a un pH 6,5 con LOH, se este~
riliza, y se inoocula con alrededor de un litro de un cul-

tivo de 24 horas del microorganismo Bacillus sphaericus

(1B431)., Bl cultivo inoculado se incuba a una temperatura
de 288C, con agitacién, por un periddo aproximado de 24 ho-
ras, y al cultivo resultante se afiade una solucidn de 4 g.
de 2&4—pregnen-21—ol-3,20-diona en 40 mls de dimetilforma-
midae El cultivo que contiens el compuesto esteroide se
incuba con agitacidn, durante unas diez horas, a una tempe-
ratura de 2820 aproximadamentes

El céldo de fermentacidn se extracta repetidamente
con acetato de etilo, y los extractos obtenidos se revnen
¥y evaporan hasta sequedad en vacfoe L1 residuo se somete
a reparto entre metanol acuoso zl 70% y éter de petrdleo,
eliminando asi impurezas oleosas solubles en la fase de
&ter de petrfleo. EL pmetanol se cvapora de su fase acuosa
en vacfo, y el lfguido turbio que gueda se extracta con ace-
tato de etiloe. E1l extracto resultante se evapora hasta se-
quedad en vacfo, y el residuo se disuelve en acetato y se

raya sobre cromatogramas de papel, que se revelan empleando
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metanol al 50% con formamida como fase estacionaria y
benceno al 50% con cliclohexano como fase mévil. Se se-
paran las bandas superiores de cada cromatograma, que coO-
rresponden al ﬁxl-deshidroderivado, se extractan con me-
tanol, y el extracto se vuelve a someter a cromatografia
sobre papel rayado. Se vuelve a separar la banda superior,
se seca bien, se extracta con metanol, y el extracto me-
tandlico se evapora hasta scguedad en vacfo. E1 residuo
se recristaliza en acetato de etilo y éter de petréleo, pa-
ra obtener [&l’4-pregnadien~21—ol-3,ZO—diona substancial-
mente pura, gque funde a 191-1932C.

EJEMPIO 88.-

Se preparan 50 ml,. de un medio nutritivo de la si-

guiente composicidn:

Cerelosa 1l ge
Edamina 1l ge
Ifquido de macerar mafz 0,25 ml,
Extracto de levadura 0,05 g.
Agua destilada, ce.se. para 50 ml,

Este medio se ajusta a un pH 6,5 con KOH, se esteri-
liza, y se inocula con unos 2,5 a 5 mle de un cultivo obte-

nido incubando Bacillus sphaericus (MB431l) en el mismo me—

dio durante 24 horas, a 288C; el cultivo inoculado se incu-
ba luego a una temperatura de 282C, agitando, por espacio
de 24 horas. Al cultivo resultante se afiade una solucidn
que contiene 10 mge. de ﬁ&4—pregnen—113'-01—3,2O—diona en
0,1 ml, de dimetilformamidae. EL cultivo que contiene el
compuesto esteroide se incuba, con agitacidn, durante unas
diez horas a 2882C,

E1 oaldb de fermentacidn se extracta con tres por-

ciones de 50 ml. de acetato de etilo, y los extractos obte-
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nidos se rednen y evaporan en vac{o hasta reducirlos a unos
5 ml, de volumen. La solucidn concentrada se emplea enton-
ces para preparar crometogramas de papel rayado, que se re-
velan empleando metanol al 50% con formamida como fase 1{=-
quida estacionaria y 50% de benceno con ciclohexano como
fase 1fquida mévil. Se obtiene as{ dos bandas, una de las
cuales (que corresponde al componente mds mdvil) muestra la
caracter{stica méxima de adsorcidn ultravioleta de la 11? -
hidroxiprogesterons, y la otra (el componente menos mdvil)
denota un mdximo de adsorcidn ultravioleta a unos 241 mu.
El cromatograma de papel se seca, y la banda gque corresponde
al componente menos mSvil se separa y se extracta con me-
tanol. El material asi extrafdo se somete de nuevo a cro-
matograf{a sobre papel rayado, utilizando el sistema disol-
vente antes utilizadoe Bl cropatograma resultante muestra
sflo una banda de indicios que corresponde a la 113 -hidroxi-
progestexona de partida. EL cromatograma de papel'se seca
bien; la banda superior, con un méximo dm adsorcidn ultra-—
violeta de 241 mu., se separs y se extracta con metancl, y
el extracto metandlico se evapora hasta sequedad en vacfo,
para obtener Al’4—pregnadien~11§"3 ~0l1~3,20~dionsa.

EJEMPIO 48.- ‘

Se preparan 20 litros de un medio nutritivo de la

siguiente composicidén:

Cerelosa | 400 go
Edanmina 400 ge
Li{quido de macerar nmafz 100 ml,
Extracto de levadura 20 ge
Agua destilada, ceSe¢ para 20 1.

Este medio se ajusta & un pH 6,5 con KOH, se esteri-

liza, y se inocula con alrededor de un litro de un cultivo
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de 24 horas del microorganismo Bacillus sphaericus (MB431).

El cultivo inoculado se incuba a una temperatura de 28eC,
agitando, durante unas 24 horas, y al cultivo resultante se
aflade una solucidn de 4 ge de [&4—pregnené3,20-diona en
40 ml, de dimetilformamidaes El cultivo que contiene el com=—
puesto esteroide se incuba, con agitacidn, durante unas diez
horas a 282C aproximadamentee.

El—caldo de fermentacidn se extracta repetidamente
con acetato de etilo, y los extractos obtenidos se rewnen
vy evaporan hasta sequedad en vacfo. E1l residuo se reparte
entre metanol acuoso al 704 y éter de petrdleo, eliminan~—
do as{ impurezas oleosas solubles en la fase de &ter de
petrdleos ZEL metanol se evapora de su fase acuosa en vacio,
y el liquido turbio remanente se somete a extraccidn con
acetato de etilos Bl extracto as{ obtenido se evapora has—
ta sequedad en vacfo, y el residuo se disuelve en acetona
y se raya sobre cromatogramas de papel, que se revelan em—
pleando metanol al 50% con formamida como fase estacionaria
y benceno al 50% con ciclohexano como fase mévile Se sepa-~
ran las bandas superiores de cada cromatograma, que corres—
ponde al [ledeshidroderivado; se extractan con metanol, y
el material extrafdo se somete de nuevo a cromatograffa so-=
bre papel rayado. Se separa de nuevo la banda superior, se
seca bien, se extracta con metanol, y el extracto metandlico
se evapora hasta sequedad en vacfoe El residuo se recristali-
za en acetato de etilo y éter de petrélec, para obtener
£31'4-pregnadien-3,Qo-diona substancialmente pura, que fun-
de a 148-1502C,

EJEMPIO_10.—

Se preparan 20 litros de un medio nutritivo de la

siguiente composicidn:
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Cerelosa 400 ge
Edamina 400 ge
Liquido de macerar mafz 100 ml.
Extracto de levadura 90 ge
Agua destilada, CeSe para 2C 1.

Bste medio se ajusta a un pH 6,5 con XOH, se exte-
rilize, y se inocula con alrededor de un litro de un cultivo

de 24 horas del microorganismo Bacillus sphaericus (MB431),

El cultivo inoculado se incuba a una temperatura de 282C,
agitando, por espacio de unas 24 horas, y al cultivo resul-
tante se agrega una solucidn de ¢ ge de [&5-pregnen~3—ol-
20-ona en 4C ml, de dimetilformamidae. E1 cultivo que con-
tiene el compuesto esteroide se incuba, con agitacidn, du-
rante unas diez horas, a una temperatura aproximada de 282C,
El caldo de fermentacidn se extracte repetidemente
con acetato de etilo, y los extractos obtenidos se rednen
y evaporan hasta sequedad en vacfo. BEl residuo se reparte
entre metanol acuoso &l 70% y éter de petrdleo, eliminando
asf impurezas oleosas solubles en la fase de €ter de petrd-
leos El metanol se evapora de su fase acuosa en vacfo, y el
1{guido turbio remanente se extracta con acetato de etilo.
El extracto obtenido se evapora hésta sequedad en vacfo, ¥y
el residuo se disuelve en acetona y se raya sobre cromato-
gramas de papel, que se revelan empleando metanol al 50% con
formamida como fase estacionaria y benceno al 504 con ciclo~
hexano como fase mévil. Se separan las bandas superiores de
cada cromatogrema, que corresponden al [&l-deshidroderivado,
se extractan con metanol, y el material extrafdo se somete

de nuevo a cromatograffa sobre papel rayado. Se separa nueva-

mente la banda superior, se seca bien, se extracta con me=-

tanol, y el extracto se evapora hasta sequedad en vacfo, E1
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residuo se recristaliza en acetato de etilo y &ter de pe-
tréleo, para obtener‘ﬁ&l’4—pregnadien-3,20—diona substan-
cialmente pura, con punto de fusidn a 148-1502C.

EJEMPIO 1l.-

Poroiones de 50 ml, de siete diferentes medios nu=
tritivos, con las composiciones expuestas en la adjunta ta-
vla, se ajusta a wn pH 7, se esterilizan calentando duran-
te quince minutos en autoclave, a unos 1202C, y cada medio

nutritivo se inocula con un cultivo de Bacillus sphaericus

(kB431). Los culiivos inoculados se incuban a una tempera-
tura de 202C, agitando, por espacio de unas 24 horas, y a
cada uno dé los cultivos resultantes se afiade una solucidn
de 10 mge. de nidrocortisona en 0,1 ml, de dimetilformamida.
Los cultivos gue contienen la hidrocortisona se incuban
luego, agitando, durante otro periddo aproximado de 24 ho-
ras, a 282C.

Cada uno de los caldos de fermentacidn as{ obtenidos
se extracta con tres porciones de 50 ml. de acetato de etilo,
¥ los extractos resultantes que corresponden a cada caldo
y provienen de un medio nutritivo particular se rednnen y eva-
poran hasta s equedad en vacfo, Cada uno de los siete resi-
duos se somete a anflisis polarogréfico, midiendo la semionda
a 1,52 ve, para determinar su contenido en £S1’4-pregnadien-
IJ.% y17 & ,21-triol-3,20~diona. La composicidn de los medios
utilizados, y la cantidad de este cuerpo ( AY-hiarocorti-
sona) obtenida con cada uno de los medios nutritivos, expre-
sada en proporcidn a la obtenible en teorfa de los 10 mge
de hidrocortisona primitiva, se expone en la tabla siguien—

te:
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Ndm. Composicidn del medio Rendimiento en
A -nidrocortisona (6 del
tedrico)
1 La misma del ejemplo 1% 374
2 2% solubles de destilar 374
3 2% de hidrolizado HCLl de casefna 4456
4 1% de 1li{quido de macerar maiz 3%
1% de harina de judfas de soya
5 27 de harina de pescado 306
2% de 1fquido de macerar mafz 345h
7 2! de regiduos de grasas 26%

SJENFIO 124-
Una porcidn de 10 mg. de [§4-prcgnen~11.3,17<i,21—

triol-3%,20-diona se pone en contacto con la actividad des—

hidrogenante de microorganismos Bacillus sphaericus (MB431),
v el producto deshidrogenado se aisla conforme al procedi-
miento descrito para deshidrogenar [\ %-pregnen-113 -01-3,20~
diona en el ejemplo 62, obteniendo asi [l}’4—pregﬁadien4113 ’
17 4, 21-tri01-3,20-diona, !

EJEMPIO 13,~

Una porcign de 10 mg. de é&4—androsten~3,20-diona se
pone en contacto con la actividad deshidrogenante del Bacillus

sphaericus (1B431), y el yroducto deshidrogenado se aisla de

conformidad con el pProcedimiente descrito para deshidrogenar
A*-pregnen-113 —o1-3,20~diona en el ejemplo 82, obteniendo
as{ ﬁl.1’4—andréstadien-3,20-diona.

DJEMPIC 14e—

Una porcidn de 50 nl, del medio de edamina descrito
en el ejemplo 82 se ajusta a un pH 7, se esteriliza calen-
tando durante qﬁince minutos en autoclave a unos 120¢C, y

el medio esterilizado se inocula con Bacillus sphaericus

(ATCC245)e E1 cultivo inoculado se incuba a una temperatura
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de 289C, con agitacidn, por espacio de unas 24 horas, y al
cultivo resultante sc¢ afiade una solucidn de 10 mg. de hidro-
cortisona en 0,1 mle. de dimetilformamida. Los cultivos gque
contienen la hidrocortisona se incuban luego, agltando, du-
rante otras diez horas aproximademente, a 282C,

B1 caldo de fermentacidn as{ obtenido se extracta
con tres porciones de 5C mle. de acetato de etilo, y estos
extractos se rednen y evaporan hasta sequedad en vacfoe E1
residuo resultante se somete a andlisis polarogréfico para
medir la semionda a 1,52 voltios, y df un contenido en Alv4.
pregnadien—llp 2174 ,21-triol, 3%,20-diona que corresponde a un
rendimiento de mds de 50% del obtenido en teorfa a partir de
los 10 mge de hidrocortisons primitivos,

EJEMPIO 15,~

Una porcidn de 50 ml. del medio de edamina descrito
en el ejemplo 8% se ajusta a un pH 7, se esteriliza calen-
tando quince minutos en autoclave, a unos 1202C, y el medio
esterilizado se inocula con Bacillus sphaericus (ATCC7054)

varefusiformis, Genominada a veces Bacillus fusiformis. E1

cultivo inoculado se incuba e una temperatura de 282C, con
agitacidn, durante unas 24 horas, y al cultivo resultante

se afiade una solucidn de 10 mge de hidrocortisona en 0,1 ml.
de dimetiliormamida. Iuezo se incuba el cultivo que contie-
ne la hidrocortisona, agitando, durante otro periddo de unas
diez horas, a 282C.

El caldo de ferrentacidn asf obtenido se extracta con
tres porciones de 50 mle de acetato de etilo, y los extrac—
tos obtenidos se rednen y evaporan hasta sequedad en vacfo,
El residuo se analiza por polarografia, para medir la semion-—
da a 1,52 volts, y resulta contener una cantidad de [§1'4-

pregnadien-1113 ,17d ,21-triol-3,20-diona que corresponde & un
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rendimiento de mds de 50% del tedrico obtenible de los 10 mge.
primitivos de hidrocortisonae.

EJEMPIO 164~

Una porcidn de 50 ml. del medio de edamina descrito
en el ejemplo 8¢ se ajusta a un pH 7, se esteriliza calen—
tando por e5pacio de quince minutos en autoclave a unos 1202C,

Y el medio esterilizado se inocula con Bacillus sphaericus

(ATCCT055) varefusiformig, a veces denominada .Bacillus fusi-

formis. E1 cultivo inoculado se incuba a una temperatura de
28¢C, con agitacidn, por espacio de unas 24 horas, y al cul-
tivo resultante se agrega una solucidn de 10 mge de 9=fluoro-
D4-prognen-11 (5,17o\ ,21=triol-3,20-diona en 0,1 ml. de di-
metilformamida. El cultivo que contiene el compuesio este-—
roide se incuba, con agitacidn, durante unas diez horas.

Bl caldo de fermentacidn as{ obienido se extracta con
tres porciones de 50 ml. de acetato de etilo, y los extrac—
tos se refinen y evaporan hasta sequedad en vacfo. E1 residuo
asi obtenido se somete a andlisis polarogrdfico, para medir
la semionda a 1,52 volts., y resulta contener una cantidad
de 9-fluoro- DN 24 pregnadien-118 ,17d ,21-triol-3,20~diona
gue corresponie a un rendimientolde mds de 505 del obteni-
ble en teorfa de los 10 mge. iniciales de 9—f1uoro-‘£&4-preg-
nen-11 8 , 17k, 21—triol-3,20~diona.

LJEMPIO 17 e~

Trece porciones de 50 ml, del medio de edamina des—
crito en el ejemplo 82 se ajusten a un pH 7, se esterilizan
calentanio durante quince minutos en autoclave a unos 1202C,
y cada uno ée los medios esterilizados se ilnocula con un éul—

tivo de Bacillus sphaericus (MB834); este cultivo se habia

aiglado del suelo de un yacimiento petroli{fero de Texas, y

se designa por lote bacteriano 246E2X. Log cultivos inocu-
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lados se incuban a una temperatura de 282C, con zagitacidn,
durante unas 24 horas, y a cada uno de los trece cultivos
resultantes se afiade una solucidn de 10 mge de un compuesto
3-hidroxisteroide o 3-cetosteroide distinto en 0,1 ml. de
dimetilformamidae. ILos cultivos que contienen los compuestos
3=cetosteroides se incuban luego, con agitacién, durante otro
lapso adicional de unas diez horase

Cada uno de los caldos de fermentacidn as{ obtenidos
se extracta por separado con tres porciones de 50 ml. de ace=-
tato de etilo, y los extractos resultantes de cada caldo, de-
rivados de un substrato particular de 3-cetosteroide, se red-
nen y cvaporan hasta sequedad en vacfo. Cada uno de los tre-
ce residuos se disuelve en acetona y se raya sobre cromato—
gramas de papel, que se revelan respectivamente empleando el
gistema disolvente indicado para el substrato inicial en la
tabla que sigues Se separan las bandas superiores de cada
cromatograma, que corresponden a los ﬁkl-deShidroderivados,
se extractan sepavadsmente con metanol, y el meterial as{
extrafdo se somete de nuevo a cromatograffa sobre papel ra-
yadoes BSe separa de nuevo la banda superior, se seca bien, se
extracta con metanol, y el extracto metandlico se evapora has—
ta segquedad en vacio, para obtener, por cada substrato emplea-
do como material de partida, el respectivo compuesto 051’4—3-

cetosteroide indicado en la tabla siguiente:

Sistema disolvente empleado para cromatograffa sobre

papel listado

Exper. Fase Page 1,4 _~_ -

ngm Substrato ostaocionari ndvil cetosteroi

1 £34—pregnen— FKetanol- Benceno-— A1’4—pregnadien.—
21-01-3,20~  formamida ciclohe- 21-0l~3, 20~

diona 1:1 xano 1l:1 diona
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10

11

12

13

£54—pregnenr
3,20-diona

TAN 5-—pregnen—
3=01~20-0na

£§4—pregnenf
174 -21-8iol-
3,20-diona

£§4—pregnen—
17 -21-dick-
3,20-diona

(21 acetato de)

A 4—1)1‘8 fnen-
17 —21-did-
5,11, 20-dima

£54—nrb onen-—
11 r’%-—l7d\ 21~
tr101—3 20—
diona

9éi—fluoro-
[& —pregnenr

174 -
trioi—s 24-
diona

[54-androsten—
3,17~diona

Pregnen—
341TA ,21~
frio1~11, 20~
dlona(Zl ace-
tato de)

pregnen—17A —
21-diol-3,11
20-triona (21
acetato)

Pregnen-3,17A
p1-friol-20-
ona (2l-zce-
tato de)

Pregnen-17d,
21—&101—z 20—
diona (21—
acetato de)

Letanol-
formamida
1:1

Metanol-
formami-
da 1l:1

Formami—~
da

Formami-
da

Formami-—
da

Formami~
da

Formamri—-
da

Metanol-
formanmi-
da 1:1

Formami~
da

Formami-—
da

Formami~-
da

formami~
da

227982

Benceno-
ciclohe~-
xano 1:1

Benceno-~
¢ciclohe~-
xano l:1

Benceno

Benceno

Benceno

Benceno

Cloxro—
forwmo

Benceno-
ciclohe~
xano 1l:1

Benceno

Benceno

Benceno

Eenceno

[51’4—pregnadien—
%,20-diona

£§1’4—pregnadienr
%,20=-diona

01,4

~pregnadlenr
174 ,21-diol-~
3 20-dlona

£>1’4—pregnadiens
17 ,21=-diol—~
3,20-diona

LX 14 pregnadien~
174 ,21-diol~-
%, 11 20-diona

£51 4—pregnadlen-
113,17 ,21~
trzoi~3 20-
diona

9d, -‘-:t‘luo:m-‘-A-L #
pregnadien—-11§
17 ,21~triol-
3,20-diona

£§1’4—Qndrosta-
dien-3,17-
diona

[Bl 4-pre¢nadlen-
17 A ,21-diol-~
511, 20—trlona

ﬁkl 4—pregnad1en-
174 ,21~diol~
3,11, 20—triona

ES ’4-p1e"nad1en-
17d ,21-diol-~
3420~ dlona

£31’4—pregnadien-
174 ,al-diol~
3420-diona
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Se reivindica como objeto de esta patente:

l.- Procedimiento para la obtencién de compuestos
esteroides por fermentacidénm, que comprende la é}}—deshi -
drogenacién de un esteroide, por el contactc de este com-
puesto con la actividad deshidrogenante dé¢ microorganismos
del género Bacillus.

2.~ Procedimiento segin la reivindicaecién 1, que
comprende cultivar Bacillus en un medio nutritivo acuoso,
en presencia de un esteroide cuyos 4tomos Cl y 02 egtan
unidos por un simple enlace; a fin de obtener un.é)}-este—
roide.

3.- Procedimiento segun la reivindicacién 1 para
la produccién de un é)}-esteroide, que comprende el con -
tacto entre un esteroide con enlace sencillo entre los 4to-

mos C; y C,, y enzimas deshidrogenantes producidas por Ba-

2’
cillus sphaericus.

4 .- Procedimiento segin la reivindicacidén 1, que
comprende el contacto entre un esteroide oxigenado en 3
de la serie del pregnano, con un enlace sencillo entre los
dtomos C, ¥y C,, ¥ la actividaed deshidrogenante de microor-
ganismos Bacillus sphaericus.

5.- Procedimiento segin la reivindicacién 1, que

comprende el cultivo de Bacillus sphaericus en un medio nu-

tritivo acuoso, en presencia de un esteroide oxigenado en
%, de la serie del pregnano, con un enlace sencillo entre
los 4tomos Cl y 02, con lo gue se elimina selectivamente

el hidrogeno ligado a estos dos 4tomos, a fin de obtener un
esteroide Zﬁ}-S-oxigenado.

6+~ Procedimiento segun la reivindicacién 1, que
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comprende el contacto entre un esteroide 3-oxigenado de la
serie del pregnano, con un enlace sencillo entre los dtomos
Cl y 02, ¥ un doble enlace en 05 ¥ la actividad deshidroge-

nante del 3Baciilus sphaericus, a fin de obtener un compues-

to é§}’4-3-cetosteroide.

7.~ Procediniento segun la reivindiceecidn 1, gque
comprende el contacto entre un compuesto éﬁﬁ-chetopregneno
Yy la actividad deshidrogenante del Bacillus sphaericus, a
fin de formar un compuesto é}}’4—3—cetopregnadieno.

8.~ Procedimiento segun la reivindicacién 1, que
comprende el contacto entre un compuesto le—B—hidroxipreg—

neno y la actividad deshidrogenante del Bacillus sphaeri-

cug, a fin de formar un compuesto A}}’4-3-cetopregnadieno.
9.- Procedimiento segiun la reivindicacidn 1, que
comprende el cultiwo aerdbico de microorganismos de la es-

pecie Bacillus sphaericus en un medio nutritivo acuoso,

en presencia de un.435-3—alcanoiloxipregneno, para formar
un compuesto é}}’4-5-cetopregnadieno.
10.-~ Procedimiento segin la reivindicacidén 1, que

comprende el cultivo aerdbico de Bacillus sphaericus en un

medio mutritivo acuoso, en presencia de un.[&%-S-cetopreg—
neno, a fin de formar un compuesto AS}’4-3—cetopregnadieno.

1l.- Procedimiento para la obtencién de compuestos
esteroides por fermentacidn.

Bsta memoria consta de treintey dos péginas, escri-
tas por una sola cara.

BARCELONA, 7 de abril de 19%6.
P. A.
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