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P A T E E T E  D E  I N V E N C I O N  

a favor de
MERCK & Cfi., INC. - de nacionalidad norteamericana - 

domiciliada en RAHWAY (New Jersey, E. U.)
por:

*  Procedimiento para la obtención de compuestos este- 
roides por fermentación **

M e m o r i a  D e s c r i p t i v a

Este invento se refiere en general a la producción 
de compuestos asteroides valiosos por fermentación# Más 
concretamente, atañe a Tin nuevo mótodo micro'biológico para
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introducir un doble enlace en los átomos C1 y C2 de carbono 
del núcleo del asteroide, por medio de microorganismos del 
género Bacillus* De acuerdo con una forma preferida de rea­
lización del invento, A  ̂ -3-cetosteroides tales como A^-preg- 
nen-3,11 > 20-t riona-17 , 21-diol y A^-pregnen-3,20-diona-U 3 - 
17<* 121-triol se convierten en los correspondientes A\^-3-* 
cetosteroides, A 1 *^-pregnadien-3,ll,20-triona-17°< ,21-diol 
y A  ^-pregnadien-3,20-diona-ll 3 ,17<=< ,21-triol, respectiva­
mente* Estos últimos compuestos poseen aotividad de corti- 
sona, pero difieren de esta por estar virtualmente exentos 
de efectos secundarios, tales como edema, por no producir re­
tención apreciable de sodio o de agua*

La preparación de A^ * ^ —3-cetosteroides por medios 
quiÉmicos no ha sido satisfactoria, porque las reacciones quf- 
mioas implicadas dan mezclas de varios compuestos* La sepa­
ración de los productos intermedios y finales buscados, de 
tales mezclas resulta costosa, y proporciona rendimientos 
escasos de los compuestos A'*’1 —̂3—cetosteroides que intere­
san»

Un objeto del presente invento era descubrir un mé­
todo de ion solo tiempo para introducir un doble enlace á 1 
en compuestos esteroldes*

Otro objeto era obtener esta desaturación A 1 por un 
método seleotivo que produjera la formaoión de los A^-este- 
roides buscados no contaminados por subproductos inoportu­
nos*

Otro objeto más era descubrir un método que permitie­
ra producir directamente A ^ , *̂“3**c©tost ero ides de la serie del 
pregnano, con gran rendimiento, a partir de los correspondien­
tes compuestos h *  -3-cetopregnenos*

Se ha descubierto ahora que la deshidrogenación se-
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I’ 1lectiva de compuestos esteroides se puede conseguir me­

diante un nuevo procedimiento bacteriológico de deshidroge­
nación que comprende poner en contacto un compuesto asteroi­
de, en particular no saturado en C5 y oxigenado en 3, con la 
aotividad deshidrogenante de microorganismos del género Baoi- 
Ilus, con preferencia microorganismos pertenecientes a la es­
pecie Baoillus sphaerious» Esta especie, segón se define en 
el Manual de Bacteriología Determinativa de Berbey, 68 edi­
ción, comprende diversas variedades, tales como rotans, fusi- 
formis. etc*, y, en algunas colecciones, estas variedades se 
incluyen como especies, B*rotans y B*fusiformis* Estos micro­
organismos de la especie B*aphaeriuus pueden obtenerse de 
fuentes conocidas, como la Colecoión de cultivos de tipo ame­
ricano, Washington, D*C*, o aislarse de fuentes naturales, 
por ejemplo, del suelo, por métodos conocidos*

La deshidrogenación se puede efectuar poniendo en 
contacto el compuesto esteroide con los mismos microorganis­
mos B»sphaericust o, si se prefiere, con sus sistemas enzi- 
méticos, de modo que el hidrógeno ligado a los étomos de car­
bono C-̂ y C2 se elimina selectivamente para producir el 
esteroide buscado, no contaminado en substancia por subpro­
ductos inoportunos» Cuando un compuesto A^-3-pregneno se 
somete a la aotividad deshidrogenante de microorganismos 
B*sphaericus. se obtiene directamente y en gran cantidad el

A 1 Acorrespondiente compuesto ¿A *^-pregnadieno*

Aunque este nuevo método bacteriológico de deshi- 
drogenación es aplicable para la deshidrogenación jA a de com­
puestos 3-cetosteroides, generalmente oon independencia de 
los sustitutivos ligados a los anillos B, C y D, o del grado 
de saturación en los mismos, de ordinario se prefiere utili­
zar en este método como materias primas compuestos esteroides



5

10

15

20

25

30

- 4 2  2  / 9 8 2

no saturados en 05 y oxigenados en 3» la serie del preg- 
nano, como A 4-3-cetopregnanos, por ejemplo, A^-pregnen- 
5)20-diona, A  4-pregnen-3,20-diona-17°^-ol, A 4-pregnen—
3.20- diona-21-ol-21-acilato de A 4-pregnen-3,20-diona-21-ol, 
21-acetato de A  4-pregnen-3 y 20-diona-21-ol, A^-pr egnen-3,20- 
diona-17°^,21-diol, 21-acilato de A^-pr egnen-3,20-diona-17, 
21-diol, 21-acetato de /\4-nregnen-5i20-diona-l7-̂  -,21-diol,
A  ̂-pregnen-3,20-diona-17-ol-21-al, A  4-pregnen-3,11,20-
triona, A^-pregnen-3,11, 20-triona-17 -ol, A 4-pregnen-3 »
11.20- triona~21-ol, 21-aoilato de A  4-pregnen-3,11,20-t riona- 
21-ol, 21-acetato de A^-pregnen-3,11,20-triona—21-ol,A 4-
pregnen-3,11,20-triona-17,21-diol, 21-acilato de A  4-pregnen
3.11.20- triona-17,21-diol,21-acetato de A^-pregnen-3,11,20, 
triona-17 'A ,21-diol, A 4-pregnen-3,11,20-triona-1 7 -ol-21-al,
A  ̂ -pregnen-3,20-diona-ll ;3 «rol» A  4-pregnen-3,20-diona-ll 3 ,i *
21-diol, 21-acilato de A 4-pregnen-3,20-diona-ll,21-diol, 
21-acetato de A 4-pregnen-3,20-diona-ll i ,21-diol, A  4-pregnen
3.20- diona-ll % -ol-21-al, A  4-pregnen-3,20-diona-ll 3 ,17^ - 
diol, A 4 -pregnen-3,20-diona-ll i ,17K,21-triol, 21-acilato 
de A 4-pregnen-3,20-diona-ll, 17,21-triol, A 4-pregnen-3,20- 
diona-ll 3 ,17 "A-diol—21—al, 21-acetatode A 4—pregnen-3,20— 
diona-11 3 ,17 'A ,21-triol; haloderivados en 9 de estos compues­
tos A 4-3—cetopregnenos, tales como 9-halo- A 4-p^egnen—3,20- 
diona-17,21-diol, 9-fluoro- A 4pregnen-3,20-diona-17 o( , 21- 
diol, 21-aoilato de 9-halo- A 4-pregnen-3,20-diona-17,21-diol, 
21-acetato de 9-fluoro- A 4 -pregnen-3,20-diona-17 o{ ,21-diol, 
9-Jialo- A 4 -preguen,3,11,20-triona-17,21-diol, 9-fluoro- A 4- 
pregnen-3,11,20-triona-17^ ,21-diol, 21-acilato de 9-halo-
A^-pregnen-3,11,20-triona-17,21-diol, 21-acetatode 9-flucro- 
A 4-pregnen-3,11,20-triona-17 <A.,21-diol, 9-halo- A  4-pregnen-
3.20- diona, 11,17,21-triol, 9-fluoro- A 4-pregnen-,3,20-diona- 
ll 3 ,17 K ,21-triol, 21-aoilato de 9-halo- A 4-pregnen-3,20-
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diona-ll,1 7|21-triol, 21-acetato de 9-fluoro— ¡ \ pregnen-
3 .20- diona-ll3 ,1 7°^,21-triol, y sus análogos# En vez de 
A^-3-cetopregnenos, puedo emplear como materias primas
otros compuestos esteroides no saturados en C5 y oxigena­
dos en 3, por ejemplo, f\  ̂ -5-hidroxlpregnenos tales como 
A  ^-pregnen-20-ona-3-ol, , \ ̂ -pre^nen-20-ona-5 ,1 7 ¿K -diol,
A  ̂ -pregnen-20-cna-5 .21-diol f 21-acilato de A^-pregnea- 
20-ona-3,21-diol, 21-acetato de A  ̂ -pregnen^O-ona^, 21- 
diol, A  **-pregnen-2C)-ona-3| 17 , 21-triol, 21-acilato de
A 5-pregnen-20-ona-3,17,21-triol, 21-acetato de A^-pregnen-
20— ona,3,17^ , 21-triol, A^-pregnen-ll,20-diona-3-ol, A **- 
pregnen-11,20-diona-3, 17^ -diol, A  ̂ -pregnen-11,20-diona-
3.21- diol, 21-acilato de A  ̂ -pregnen-11,20-diona-3,21-diol,
21- acetato de A^-pregnen-11,20-diona-3,21-diol,A^-pregnen-
11, 20-diona-3, 17 ,21 -triol, 21-acilato de A^-pregnen-11,20-
diona-3,17^ ,21-triol, 21-acetato de A^-pregnen-11,20- 
dlona-3,17->( ,21-triol, A^-pregnen-20-ona-3,ll3 -diol, A**” 
pregnen-20-ona-3,11  ̂,21-triol, 21-aoilato de /\ ̂ -pregnen-
20- ona-3,11,21-triol, 21-acetato de A^-pregnen-20-ona-3,11 i ,
21- triol, A^-pregnen-20-ona-3,ll 3 , 1 7 -triol, A^-pregnen-

i

20-ona-3,H^ ,17 ̂  -21-tetrol, 21-acilato de A  ̂ -pregnen-20- 
ona-3,ll,17,21-tetrol, 21-acetato de A^-pregnen—20-ona—3,11^, 
1 7 ,  21-tetrol; haloderivados en 9 de estos A  ̂ -3-hidroxi- 
pregnenos, tales como 9-halo-A  ̂ -pregnen-20-one-3,17,21- 
triol, 9-fluoro- A^-pregnen-20-ona-3,17^ ,21-triol, 21- 
acilato de 9-halo-A^-pregnen-20-ona-5,17,21-triol, 21- 
acetato de 9-f luoro- A^-pregnen-20-ona-3,17 -S , 21-triol, 
9-halo- A^-pregnen-11,20-diona-3,17,21-triol, 9-flúoro- 
A  ̂ -pregnen-113, 20-diona-3,17 ,21-triol, 21-aoilato de
9-halo- A5 -pregnenrll,20-diona-3,17,21-triol, 21-acetato 
de 9-fluoro- A^-fregnen-11 i ,20-diona-3,1 7 , 21-triol, 9 -
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halo- A 5-pregnen-20-ona-3 ,ll,1 7,21-'Setrol, 9-fluoro- A 5- 
pregnen-20-ona-3,ll3 ,17 ̂ ,21-tetrol, 21-acilato de 9-lialo- 
A  5-pregnen-20-ona-3,11,17,21-tetrol, 21-acetato de 9- 
fluoro- A**-pregnen-20-ona-3,ll 3 , 1 7 , 21-tetrol; y A  ̂ -3- 
pregnenos (con menos alcanoiloxi), tales como 3—(alcanoato 
Inferior) de A^-pregnen-20-ona-3-ol» 3—acetato de A 5 -  P u g ­
nen- 20-o na-3 -o 1, 3-(alcanoato inferior) de A  ̂ -pregnen-20- 
ona-3,17-diol, 3-acetato de A -^-pregnen^O-ona-^j^K-diol,
3-(alcanoato inferior) de Zl^-pregnen-20-ona-3 ,21-diol, 
3-acetato de A^-pregnen-20-ona-3,21-diol, 3,21-1)18 (alcan- 
oato inferior) de A ^-pregnen-20-ona-3,21-diol, 3,21-diace- 
tato de A **-pregnen-20-ona-3,21-diol, 3-(alcanoato inferior) 
de A ̂-pregnen-20-ona-3,17,21-triol, 3-acetato de A^-preg- 
nen-20-ona-3, 1 7 , 21-triol, 3,21-bis (alcanoato inferior) 
de A ̂-pregnen-20-ona-3 ,1 7 ,21-triol, 3 ,21-diacetato de A  **— 
pregnen-20-ona-3 ,1 7 ^ ,21-triol, 3-(alcanoato inferior) de 
A 5-pregnen-ll,20-diona-3-ol, 3-acetato de A ̂-pregnen-11, 
20-diona-3-ol, 3-(alcanoato inferior) de A^-pregnen-11,20- 
diona-3 ,17-diol, 3-acetato de A ^-pregnen-11,20-diona-3,V Jo { - 
diol, 3-(alcanoato inferior) de A^-pregnen-ll,20-diona-3 ,21- 
diol, 3-acetato de A^-pregnen-ll,20-diona-3 ,21-diol, 3 ,21- 
biB (alcanoato inferior) de A^-pregnen-ll,20-diona-3,21-diol,
3,21-diacetato de A^-pregnen-ll,20-diona-3,21-diol, 3-(al- 
canoato inferior) de A 5-pregnen-ll,20-diona-3 ,1 7 ,21-triol, 
3-acetato de A ̂-pregnen-11,20-diona-3,17 ,21-triol, 3 21-
bis (alcanoato inferior) de A ^-pregnen-11,20-diona-3,17,21- 
triol, 3,21 diacetato de A 5-pregnen-ll,20-diona-3,1 7 ^ f21- 
triol, 3-(alcanoato inferior) de A 5-pregnen-20-ona-3 ,n_ 
diol, 3-acetato de A 5-pregnen-20-ona-3 ,ll 3 -diol, 3-(aloa- 
noato inferior) de A  ̂ -pregnen-20-ona_3fii 3 ,1 7-triol, 3-. 
acetato de A 5-pregnen-20-ona-3 ,11 ̂ ,17c<-triol, 3-(alca- 
noato inferior) de A5-pregnen-20-ona-3 ,11,21-triol, 3-acetatc
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dos en C5 y oxigenados en 3» puedo utilizar asimismo co­
mo materiales de partida 3-cetopregnanos o 3-liidroxipregna- 
nos, tales como pregnan-3,20-diona, pregnan-3,20-diona-17^- 
ol| pregnan-3,20-diona-21-ol, 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-ol, pregnan-3,11,20-triona-17<K ,21- 
diol, pregnan-3,20-diona-ll-ol, pregnan-3,20-diona-ll,17o(» 
diol, pregnan-3,20-diona-lip ,21-diol, pregnan-3,20-diona- 
11 i , 17 , 21-triol, pregnan-20-ona-3-ol, pregnan-20-ona-3,17o(- 
diol, pregnan-20-ona-3,21—diol, pregnan-20-ona-3, 17 ,21-triol
pregnan-11,20-diona-3—ol, pregnan-11,20-diona-3,17 °(-diol, 
pregnan-11,20-diona-3,21-diol, pregnan-11,20-diona-^L7,21- 
triol, pregnan-20-ona-3,H 3 -diol, pregnan-20-ona-3,ll^ ,
17<* -triol, pregnan-20-ona-3,ll i ,21-triol, pregnan-20-ona- 
3,llj3 ,1 7 ot,21-tetrol, y para las materias primas enumera­
das que oontienen radicales hidréxido en las posiciones 3 
y/o 21, ásteres 3 y/o 21 de los mismos con ácidos carboxí- 
licos de menos hidrocarburos, tales como los ácidos acético, 
propiénico, butilacético terciario, benzoico y similares* 

la deshidrogenacién bacteriolágica ahora inventada 
se realiza poniendo en contacto el compuesto esteroide oxi­
genado en 3 oon la actividad deshidrogenante de microorga­
nismos de la especie Bnoillus sphaericus* Para ello se pue­
de añadir el compuesto esteroide sélido, o disuelto en un 
disolvente, por ejemplo, una dialqullcetona, como la aceto­
na, una dialquilfozmamida, como la demetilformamida, o sus 
análogos, en condiciones estériles, a un cultivo del microor­
ganismo en un medio nutritivo, y agitar la mezcla resultante, 
oon lo que se desarrolla el microorganismo y se deshidrogena 
el compuesto esteroide* £1 esteroide se puede agregar cuan­
do el medio nutritivo se inocula con el cultivo de B*sphaeri-
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CUS, o bien se añadirá a un cultivo ya existente. En lu­
gar de agregar el compuesto esteroide al cultivo existen­
te en el medio nutritivo, la vegetación celular del men­
cionado cultivo se puede filtrar del caldo, lavar con agua 
destilada, y suspender en solución acuosa amortiguada que 
contenga el esteroide oxigenado en 3, y, al agitar la mez­
cla resultante, se deshidrogena el esteroide para formar 
el correspondiente AA-3-esteroide oxigenado en 3. Este 
líltimo se recupera más fácilmente de este medio que de la 
mezcla obtenida incubando el esteroide con el microorganis­
mo en el medio nutritivo original. Tambión se puede poner 
el esteroide oxigenado en 3 su contacto con preparaciones 
enzímáticas deshidrogenantes tomadas del cultivo de B.sphae- 
rious, para formar así el correspondiente A^-esteroide oxi­
genado en 3*

los medios nutritivos empleados para realizar esta 
deshidrogenaciÓn bacteriológica son los utilizados de or­
dinario en la propagación de microorganismos del género Ba- 
olllus. Estos medios comprenden una fuente de nitrógeno y 
carbono, sales inorgánicas y factores auxétioos. El car­
bono puede ser suministrado por compuestos tales como ace­
tatos, lactatos y similares. El B.sphaerious no consume en 
cantidad carbohidratos, que pueden ser incorporados al medio 
u omitidos sin afectar seriamente a la deshidrogenaciÓn de 
asteroides. El nitrógeno se puede tomar de una sal amónica, 
aminoácidos o proteínas tales como judías de soya, avena, le­
vadura, extractos de levadura, digestión tríptica de caseí­
na, extraoto de carne, sangre molida, carne proteínioa y
raeduras de hueso, harina de salmón, harinas de pescado, ma­
terias solubles de pescado y de destilerías, etc. Si se quie
re, el bacilo puede propagarse empleando proteínas (o ami-

30
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noácidos) sin ningón carbohidrato en el medio, y en este 
caso las proteínas o los aminoácidos sirven como fuente del 
carbono y del nitrógeno requeridos por los microorganismos*

Aunque, oomo se deja indicado, la deshidrogenación 
del compuesto esteroide oxigenado en 3 se puede efectuar 
empleando preparaciones enzimáticas deshidrogenantes toma­
das del cultivo de 3 ,sphaericust o poniendo en contacto el 
esteroide con una suspensión de un cultivo ya existente en 
agua destilada, se prefiere comunmente añadir el esteroide 
oxigenado en 3 a un medio nutritivo que contenga un cultivo 
de 24 horas de B*sphaerious* La proporción del compuesto 
esteroide que se puede agregar al medio varía según los subs­
tratos sometidos a deshidrogenaclón, pero habitualmente se 
prefiere emplear una concentración aproximada de 0,005^ a 0,2 

del esteroide oxigenado en 3, aunque pueden emplearse con­
centraciones más altas o más bajas, si se quiere* SI culti­
vo que contiene el esteroide 3-oxigenado añadido se incuba 
entonces, mejor con agitación y aireación, durante un perío­
do adioional, que suele variar entre diez y oincuenta horas, 
si bien pueden convenir lapsos de fermentación más breves o 
más largos para la deshidrogonaoión de determinados substra­
tos de 3-cetoesteroides* Teniendo en cuenta que fermentacio­
nes prolongadas xmeden acarrear la destrucción del ¿X^-3- 
cetosteroide, se prefiere cománciente emplear un tiempo de 
fermentación aproximado de 10 a 24 horas, que, segán el subs­
trato de esteroide, ha dado por resultado rendimientos má­
ximos del esteroide de A~**-deshidrogenado.

Después de terminado el proceso de deshidrogenación, 
el producto se recupera convenientemente del caldo fermenta­
do mediante extracción con un disolvente no misclble con 
agua, por ejemplo, con un hidrocarburo clorado, como cloro-

30
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formo, una cetona, que puede ser metilisobutilcetona, un 
alcanoato de alquilo, cono acetato de etilo, o sus análo­
gos. El extracto de esteroide A1 —deshidrogenado y el ma­
terial de partida sin reaccionar, se purifica conveniente­
mente por cromatografía, empleando gel de sílice, alúmina 
activada o sus similares, o, si se quiere, por medio de cro- 
matogramas descendentes sobre papel. Despuós de separar el 
producto deshidrogenado del material de partida sin reac­
cionar, el producto se puede purificar más, si se quiere, 
por recristalisacion a partir de un disolvente como acetato 
de etilo, acetato de etilo con óter de petróleo, y sus simi­
lares.

De conformidad con este nátodo de deshidrogenacion 
bacteriológica, y utilizando los esferoides no saturados en 
05 y oxigenados en 3 ya enumerados, se obtienen A 1,4-3- 
cetopregnadienos tales como A ^ ,4-pregnadien-3,20-diona,
A 1 * 4-pregnadien-3 ,20-diona-1 7o( -ol, A 1*4-pregnadien-3 ,20- 
diona,21-ol, A 1,4-pregnadien-3,20-diona-17o(*21-diol, A ^ * 4- 
pregnadien-3 ,20-diona-1 7°t -ol-2 1-al, A ^ *4-pre gnadien-3 ,1 1,20- 
triona, A"*"*4-pregnadi en-3 ,1 1,20-triona-17s( -ol, pregna-
dien-3,11,20—triona-21-ol, A"*" * 4-pregnadien-3,11,20-triona- 
1 7 ,21-diol, A 1,^-pregnadien-3 ,ll,20-triona-1 7o( -ol-21-al, 
A"*-* 4-pregnadien—3,20-diona-ll i  -ol, A ^ ,4-pregnadien—3,20— 
diona-11 i -ol-21-al, A 114-pregnadien-3,20-diona-ll *1 ,21-diol, 
A 1 *4,pregnadien-3,20-diona-11 á ,17 "<-diol, A 1,4,pregnadien-
3.20- diona-ll i ,17 c* ,21-t riol; 9-halo- A 1 . 4-pregnadieno s,
tales como 9-halo- A 1 *4-PrQSna<3-ieil“3»20-diona-17,21-diol, 
9-fluoro- A 1,4-pregnadien-3,20-diona-17,21-diol, 9-halo- 
A 1»4-pregnadien-3,20-diona-17,ll,21-triol, 9-halo— A ^ * 4- 
pregnadien-3,11,20-triona-17,21-diol, 9-fluoro- A 1»4-pregna­
dien-3,11,20-t riona-17'A ,21-diol, 9-fluoro- A 1 > ̂ -pregnadien-
3.20- diona-ll i ,17 o(,21-triol, y otros análogos.

50
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los siguientes ejemplos ilustran métodos de llevar a 
la práctica el presente invento, pero debe entenderse que es­
tos ejemplos son simplemente ilustrativos, y no limitativos, 

EJEMPLO 1 2 ,-
Se preparan 50 mi, de un medio nutritivo con la si­

guiente composición:
Cerelosa 1 g,
Edamina 1 g.
Líquido de macerar maíz 0 ,2 5  mi.
Extracto de levadura 0 ,0 5  g.
Agua destilada, o,s. para 50 mi.
Este medio se ajusta a un pH 6 ,5  oon EOH, se este­

riliza, y se inocula con unos 2,5 a 5 mi, de un cultivo ob­
tenido incubando Bacillus sphaerious (MB4 3 1) en el mismo me­
dio durante 24 horas a 2 8 2 0; el cultivo inoculado se incuba 
luego a una temperatura de 2 82C, agitando, por espacio de 
24 horas, Al cultivo resultante se añade una solución que 
oontiene 10 mfe, de hidrocortisona ( í \  ̂ -pregnen-1 1 3 ,17o(,21- 
triol-3,20-diona) disueltos en 0,1 mi, de dimetilfo rmamida•
El cultivo que oontiene el asteroide se incuba, agitando, 
durante otro lapso de tinas diez horas a 282C,

El caldo de fermentación se extracta con tres por­
ciones de 50 mi, de acetato de etilo, y los extractos resul­
tantes se combinan y evaporan en vacío hasta reducirlos a 
un volumen aproximado de 5 mi. La solución concentrada se 
emplea luego para preparar cromatogramas de papel listado, 
que se revelan con formamida como fase líquida estacionaria, 
y cloroformo como fase líquida móvil. Se obtienen dos ban­
das, una de ellas (correspondiente al componente más móvil), 
muestra la característica de adsorción máxima de rayos ul­
travioleta de la hidrocortisona, mientras que la otra indica
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m  máximo de adsorción ultravioleta a 242 mu# aproximada­
mente# El crornatograma sobre papel se seca, y la banda que 
corresponde a la adsorción de 242 mu# se separa y se extrac­
ta con metanol# El material así extractado se somete de 
nuevo a cromatografía en papel listado, utilizando papel 
extractado durante 48 horas con metanol, y empleando el sis­
tema cloroformo-formamida utilizado antes# El cromatogra- 
ma resultante muestra sólo una banda de indicios que corres­
ponde al material inicial de hidrocortisona, con la banda 
mayor dotada de una adsorción ultravioleta máxima de 242 mu. 
El crornatograma de papel se seca bien, y la banda que co­
rresponde al máximo de adsorción de 242 mu# se recorta y 
se extracta con metanol# El extracto metanólico se evapora 
basta sequedad en vacío» para obtener A?"*^-pregnadien-11 3 ,

i
17 o { , 21-triol-3,20-diona#

EJEMPLO 2£.-
Se preparan 20 litros de un medio nutritivo de la

siguiente composición:
Cerelosa 400 g#
Edamina 4 00 g#
líquido de macerar maíz 100 mi#
Extracto de levadura 20 g#
Agua destilada, c#s# para 20 1 #
Este medio se adusta 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 B#sphaericus (MB4 3 1)# El 
oultivo inoculado se incuba a una temperatura de 2 8 2 0, con 
agitación, por espacio de unas 24 horas, y al cultivo resul­
tante se agrega una solución de 4 g# de hidrocortisona en 
40 mi# de dimetilformamida# El cultivo que contiene el es­
tero ide se incuba, agitando, por un lapso adicional de unas
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diez horas a 282C.
SI oaldo de fermentación se extracta repetidas ve­

ces oon acetato de etilo, y los extractos resultantes se 
reúnen y evaporan hasta sequedad en vacío.. Una nuestra del 
material remanente se disuelve en acetona, y con la solu- 
oión se salpioa un cromatograma sobre papel, que se revela 
empleando formamida como fase estacionaria y cloroformo oomo 
fase móvil. Se obtienen de este modo dos bandas distintas; 
la inferior, que corresponde a hidrocortisona no alterada, 
se separa, y la otra, que corresponde al A^deshidroderiva- 
do, se separa igualmente y se elúe con metanol. El análisis 
de adsorción ultravioleta de este eluente metanólico muestra 
que la banda superior contiene una cantidad de 1 ̂ -pregna- 
dien-ll,17,21-triol-5,20-diona que corresponde a un rendi­
miento total aproximado de 1 g», basado en los 4 g, del ma­
terial de hidrocortisona primitivo,

la parte principal del material remanente obtenida 
despuós de evaporar el extracto de acetato de etilo, se so­
mete a reparto entre metanol acuoso al 70$ y óter de petró­
leo, con lo que se eliminan impurezas oleosas de la fase 
óter de petróleo. El metanol se separa por evaporación de 
la fase de metanol acuoso en vacío, y el líquido turbio re­
manente se extracta con acetato de etilo. El extracto re­
sultante se evapora basta sequedad en vacío, y el residuo se 
disuelve en aoetona y se somete a cromatografía sobre papel 
listado utilizando formamida como fase estacionaria y cloro­
formo como fase móvil, la banda superior, que corresponde al 
A 1" ’deshidroderivado, se separa, se extracta con metanol, y 
el material así extractado se somete de nuevo a cromatogra­
fía sobre papel listado. Se recorta de nuevo la banda supe­
rior, se seca bien, se extracta con metanol, y el extracto

30
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metanólico se evapora hasta sequedad en vacío* El material 
remanente se recrás taliza en acetato de etilo y óter de pe­
tróleo, para obtener unos 200 mg. de *̂ -pregnadien-11 ?> , 
17c k ,21-triol-3,20-diona substancialmente puro, con punto 
de fusión a 22 2-228™C#

EJEMPLO 5 «>-
Se preparan 20 litros de un medio nutritivo de la

-15- 22 7982 -7AB

siguiente composición:
Cerelosa 400 g*
Edamina 400 g*
Líquido de macerar maíz 1 0 0 mi*
Extracto de levadura 20 g*
Agua destilada, c*s« 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 Bacillus sphaericus (MB4 5 1)• 
El cultivo inoculado se incuba a una temperatura de 282C, 
agitando, por un periódo aproximado de 24 horas, y al cul­
tivo resultante se añade una solución que contiene 4 g* de 
cortisona disueltos en 40 mi* de dimetilformamida* El cul­
tivo que contiene el compuesto esteroide se incuba, agitan­
do, durante otro lapso aproximado de diez horas a 282C*

El caldo de fomentación se extracta repetidamente 
con aoetato de etilo, y los extractos resultantes se reónen 
y evaporan hasta sequedad en vacío* El análisis de una 
muestra de este material remanente por cromatografía sobre 
papel, seguido de determinación de la adsorción ultraviole­
ta del material oontenido en las dos bandas distintas re­
veladas en el cromatograma, informan que el referido mate­

rial contiene alrededor de 3 g* de cortisona no alterada, 
y aproximadamente 1 g. de A ̂*^-nregnadien-1 7o< ,21-diol-
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3 ,1 1 ,20-triona*
La mayor parte del material remanente obtenido des­

pués de evaporar el extracto de acetato de etilo se somete 
a reparto entre metanol acuoso al 70$ y éter de petróleo, 
eliminando así las impurezas oleosas de la fase de éter 
de petróleo* £1 metanol se evapora de su fase acuosa en 
vaoío, y el líquido turbio remanente se extracta con ace­
tato de etilo* El extracto resultante se evapora hasta se­
quedad en vaoío, y el material,que queda se somete a croma­
tografía sobre papel listado Empleando acetona como disol­
vente para transpdrtar ese material en forma de rayas sobre 
papel), y se utiliza formamida cono fase estacionaria y ben­
ceno como fase móvil para revelar el cromatograma* La ban­
da superior, que corresponde al A^-deshidroderivado, se se­
para, se extracta con metanol, y el extracto metanÓlico se 
somete de nuevo a cromatografía sobre papel listado* La ban­
da superior se separa de nuevo, se seca bien, se extracta 
con metanol, y el extracto metanÓlico se evapora hasta seque­
dad en vacío* El material remanente se recristaliza en ace­
tato de etilo y éter de petróleo, para obtener unos 250 mg# 
de A 1»4 -pregnadien- 1 7  o( ,2 1-diol-3 ,1 1 ,20-triona substancial- 
mente pura, con punto de fusión a 232-23620*

EJEL1PL0 4 2 , -
Se preparan 20 litros de un medio nutritivo de la
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siguiente composiciónj
Cerelosa 400 g*
E damina 4 00 g*
Líquido de. macerar maíz 1 0 0 mi*
Extracto de levadura 20 g*
Agua destilada, c,s* para 20 1 .
Este medio se ajusta a un pH 6 ,5  con ICOH, 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 (MB4 5 1)*
El cultivo inoculado se incuba a una temperatura de 282 C, 
con agitación, por espacio de unas 24 lloras, y al cultivo 
resultante se añade una solución de 4 g* de A^-pregnen- 
17 o(, 21-diol-3 ,20-diona en 40 mi# de dimetilformamida* El 
cultivo que oontiene el compuesto esteroide se incuba agi­
tando, durante unas diez horas, a 282(3*

El caldo de fermentación se extracta repetidamente 
con acetato de etilo, y los extractos obtenidos se reúnen 
y evaporan hasta sequedad en vacío* El material remanente 
se somete a reparto entre metanol acuoso al 70$ y óter de 
petróleo, eliminando así impurezas oleosas solubles en la 
fase de óter de petróleo* El metanol se separa por evapo­
ración de la fase de metanol acuoso, en vacío, y el líquido 
turbio que queda se extracta con acetato de etilo* El ex­
tracto resultante se evapora hasta sequedad en vacío, y el 
material que queda se disuelve en acetona y se raya sobre cro- 
matogramas de papel, que se revelan empleando formamida como 
fase estacionaria y benceno como fase móvil* Las bandas su­
periores de cada cromatograma, qué corresponden al A"*"—des— 
hidroderivado, se separan, se extractan con metanol, y el 
material así extraído se evapora hasta s equedad en vacío*
El material remanente se recristaliza en acetato de etilo y 
óter de petróleo, para obtener A 1 , ’̂-pregnadien-1 7 o< ,21-diol-
3,20-diona substancialmente puro, que funde a 230-23620*

EJEMPLO 5 2«-
Se preparan 20 litros de un medio nutritivo de la

siguiente composición:
Cerelosa
Edamina

400 g. 
400 g*
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líquido de macerar maíz 100 mi*
Extracto de levadura 20 g*
Agua destilada, c*s* para 20 1 *
Este medio se ajusta a un pH 6 ,5  con KOH, se esteri­

liza y se inocula con alrededor de un litro de un cultivo de 
24 horas del microorganismo Bacillus sphaericus (MB4 3 1)* 2 1  

cultivo inoculado se incuba a tina temperatura de 28CC, agi­
tando, durante unas 24 horas, y al cultivo resultante se aña­
de una solución de 4 g* de 9-íluoro- A.^-pregnen-11 3 ,1 7 °( ,21- 
triol-5-,20-diona en 40 mi* de dimetilformamida* El cultivo 
que contiene el compuesto asteroide se incuba con agitación, 
por espacio de diez horas, a una temperatura de 2 8^0 *

El caldo de fermentación se extracta repetidamente con 
acetato de etilo, y los extractos obtenidos se retinen y eva­
poran hasta sequedad en vacío* El material remanente se re­
parte entre metanol acuoso al 70$ y óter de petróleo, elimi­
nando así impurezas oleosas solubles en la porción de óter 
de petróleo* El metanol se retira por evaporación de su fase 
acuosa en vacio, y el líquido turbio que queda se extracta 
con acetato de etilo* El extracto resultante se evapora has­
ta sequedad en vacío, y el residuo se disuelve en acetona y 
se raya sobre cromatografías de papel, que se revelan emplean­
do formamida como fase estacionaria y cloroformo como fase 
móvil* Las bandas superiores de cada cromatograma, que co­
rresponden al A^-deshidroferivado, se separan, se extractan 
con metanol, y el extracto obtenido se somete de nuevo a cro­
matografía sobre papel rayado* Se separa de nuevo la banda 
superior, se seca bien, se extracta con metanol, y el ex­
tracto se evapora hasta sequedad en vacío* El residuo se re- 
cristaliza en acetato de etilo y óter de petróleo, para ob­
tener 9-fluoro- A.1,4-pregnadien-llS ,1 7 o( ,21-triol-3,20-diona
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substancialmente pura; acetilando este material con anhídri­
do acético en piridina, se obtiene 21-acetato de 9-fluoro- 
A  ̂  * ̂ -pregnadien-11ü , 17 o(,21-triol-3,20-diona, con punto 
de fusión a 2362C.

EJEMPLO 68.-
3e preparan 20 litros de un medio nutritivo de la 

siguiente composición:
Cerelosa 4 0 0 g*
Edamina 400 g*
Líquido de macerar maíz 100 mi*
Extracto de levadura 20 g*
Agua destilada, o*s* para 20 1.
Este medio se ajusta a un pH 6 ,5  con IIOH

liza, y se inocula con alrededor de un litro de un cultivo 
de 24 horas del microorganismo 3acillus sphaericus (MB4 3 1)* 
El cultivo inoculado se incuba a una temperatura de 232C, 
agitando, por espacio de unas 24 horas, y al cultivo resul­
tante se añade una! solución de 4 g» de A^-pregnen-11 3 ,21-

i

diol-3,20-diona en 40 mi# de dimetilformamida* SI cultivo 
que contiene el compuesto esteroide se incuba, con agitación, 
durante unas dies horas, a una temperatura aproximada de
2 8 2C.

El A ^ ’̂ -esteroide formado por la actividad deshi­
drogenante del Baoillus sphaericus se extrae del caldo de 
fermentación con acetato de etilo, y se purifica empleando 
en lo esencial el mismo método explicado en el ejemplo 4fi 
precedente, que comprende: 12, reparto entre éter de petró­
leo y metanol, para eliminar las impurezas oleosas solubles 
en el éter de petróleo; cromatografía de rayas sobre papel, 
utilizando formamida como fase estacionaria y benceno como 
fase fija; y 3a, recristalización en acetato de etilo y éter
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de petróleo, para obtener A 1*4 -pregnadien- 1 1 3 ,21-diol-
3,20-diona substancialmente pura, con punto de fusión a 
23 1-2 3 4*0 .

EJEMPLO 7 *.-
Se preparan 20 litros de un medio nutritivo de la 

siguiente composición:
Cerelosa O o S*
Edamina 400 s*
Líquido de macerar maíz ICC mi
Extracto de levadura 20 &•

Agua destilada, c.s. para 20 1.
Este medio se ajusta a un pH 6 ,5  con EOH, se este­

riliza, y se inocula con alrededor de un litro de un cul­
tivo de 24 hora3 del microorganismo Bacillus sphaericus 
(MB4 3 1)* El cultivo inoculado se incuba a una temperatura 
de 28fiC, con agitación, por un periodo aproximado de 24 ho­
ras, y al cultivo resultante se añade tina solución de 4 g. 
de A 4 -pregnen-21-ol-3,20-diona en 40 mi* de dimetilforma- 
mida* El cultivo que contiene el compuesto esteroide se 
incuba con agitación, durante unas diez horas, a tina tempe­
ratura de 2 8£Q aproximadamente*

El caldo de fermentación se extracta repetidamente 
con acetato de etilo, y los extractos obtenidos se reúnen 
y evaporan hasta sequedad en vacío* El residuo se somete 
a reparto entre metanol acuoso al 70# y eter de petróleo, 
eliminando así impurezas oleosas solubles en la fase de 
óter de petróleo. El ipetanol se evapora de su fase acuosa 
en vaoío, y el líquido turbio que queda se extracta con ace­
tato de etilo* El extraoto resultante se evapora hasta se­
quedad en vacío, y el residuo se disuelve en acetato y se 
raya sobre eromatogramas de papel, que se revelan empleando
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metanol al 50$ con formamida como fase estacionaria y 
■benceno al 50$ con clicloliexano como fase mdvil* Se se­
paran las bandas superiores de cada cromatograma, que co­
rresponden al A^-deshidroderivado, se extractan con me­
tanol, y el extracto se vuelve a someter a cromatografía 
sobre papel rayado* Se vuelve a separar la banda superior, 
se seca bien, se extracta con metanol, y el extracto me- 
tanólico se evapora hasta sequedad en vacío* El residuo 
se recristaliza en acetato de etilo y óter de petróleo, pa­
ra obtener A 1,^-pregnadien-21-ol-3,20-diona substancial­
mente pura, que funde a 191-19320*

EJEMPLO 8 2 ,-
Se preparan 50 mi* de un medio nutritivo de la si-
composición:
Oerelosa 1 g.
Edamina 1 g.
líquido de macerar maíz 0 ,2 5  mi*
Extracto de levadura 0 ,0 5  g.
Agua destilada, c«s* para 50 mi*
Este medio se ajusta a un pH 6 ,5  con £0H

liza, y se inocula con unos 2,5 a 5 mi* de un cultivo obte­
nido incubando Bacillus sphaericus (MB4 3 1) en el mismo me­
dio durante 24 horas, a 282 C; el cultivo inoculado se incu­
ba luego a una temperatura de 282C, agitando, por espacio 
de 24 horas* Al cultivo resultante se aííade vina solución 
que contiene 10 mg* de A4 -pregnen-113 -ol-3,20-diona en 
0 , 1  mi* de dimetilformamida* El cultivo que contiene el 
compuesto esteroide se incuba, con agitación, durante unas 
diez horas a 2 82C*

El oaldo de fermentación se extracta con tres por­
ciones de 50 mi* de acetato de etilo, y los extractos obte-
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nidos se reúnen y evaporan en vacío hasta reducirlos a irnos 
5 mi# de volumen. La solución concentrada se emplea enton­
ces para preparar cromatogramas de papel rayado, que se re­
velan empleando metanol al 50$ con formamida como fase lí­
quida estacionaria y 50$ de benceno con ciclohexano como 
fase líquida móvil. Se obtiene así dos bandas, una de las 
cuales (que corresponde al componente más móvil) muestra la 
característica máxima de adsorción ultravioleta de la 11& — 
hidroxiprogesterona, y la otra (el componente menos móvil) 
denota un máximo de adsorción ultravioleta a unos 241 mu.
El cromatograma de papel se seca, y la banda que corresponde 
al componente menos móvil se separa y se extracta con me— 
tanol. El material así extraído se somete de nuevo a cro­
matografía sobre papel rayado, utilizando el sistema disol­
vente antes utilizado* El cromatograma resultante muestra 
sólo una banda de indicios que corresponde a la 1 1 3 -hidroxi­
progesterona de partida. El cromatograma de papel se seca 
bien; la banda superior, con un máximo de adsorción ultra­
violeta de 241 mu., se separa y se extracta con metanol, y 
el extracto metanólico se evapora hasta sequedad en vacío, 
para obtener A 1* ̂ -pregnadien-11& -ol-3,20-diona•

EJEMPLO áS.-
Se preparan 20 litros de un medio nutritivo de la

siguiente composición:

Cerelosa 400 g.
Edamina 400 g*
Líquido de macerar maíz 1 0 0 mi*
Extracto de levadura 20 g.
Agua destilada, c.s. para 20 1 *
Este medio se ajusta a un pH 6,5 con KOH, se esteri­

liza, y se inocula con alrededor de un litro de un oultivo
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de 24 horas del microorganismo Baoillus sphaerious (MB4 3 1)*
£1 cultivo inoculado se incuba a una temperatura de 2 8 2 0, 
agitando, durante unas 24 horas, y al cultivo resultante se 
añade una solución de 4 g* de A^-pregnen-3 > 20-diona en 
40 mi* de dimetilformamida* £1 cultivo que oontiene el com­
puesto asteroide se incuba, con agitación, durante unas diez 
horas a 282C aproximadamente*

El caldo de fermentación se extracta repetidamente 
con acetato de etilo, y los extractos obtenidos se reúnen 
y evaporan hasta sequedad en vacío* El residuo se reparte 
entre raetanol acuoso al 70$ y úter de petróleo, eliminan­
do así impurezas oleosas solubles en la fase de óter de 
petróleo* El metanol se evapora de su fase acuosa en vacío, 
y el líquido turbio remanente se somete a extracción con 
acetato de etilo» El extracto así obtenido se evapora has­
ta sequedad en vacío, y el residuo se disuelve en acetona 
y se raya sobre oromatogramas de papel, que se revelan em­
pleando metanol al 50$ con formamida como fase estacionaria 
y benceno al 50$ con ciclohexano como fase móvil* Se sepa­
ran las bandas superiores de cada cromatograma, que corres­
ponde al A^-deshidroderivado, se extractan con metanol, y 
el material extraído se somete de nuevo a cromatografía so­
bre papel rayado* Se separa de nuevo la banda superior, se 
seca bien, se extracta con metanol, y el extracto metanólico 
se evapora hasta sequedad en vacío* El residuo se recristali­
za en acetato de etilo y óter de petróleo, para obtener 
^■^,^-pregnadien-5,20-diona substancialmente pura, que fun­
de a 1 4 8-1 5 0 2 0.

EJEMPLO 1 0*—
Se preparan 20 litros de un medio nutritivo de la 

siguiente composición:
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Cerelosa 400 g»
Edamina 400 g»
Líquido de macerar maíz 10 0 mi*
Extracto de levadura 90 g»
Agua destilada, c»s. para 20 1 #
Este medio se ajusta a un pH 6 ,5  con 2 0H, se exte- 

riliza, y se inocula con alrededor de un litro de un oultivo 
de 24 hora3 del microorganismo Baolllus sphaericus (MB43l)«
El cultivo inoculado se incuba a una temperatura de 282C, 
agitando, por espacio de rmas 24 horas, y al cultivo resul­
tante se agrega una solución de 4 g» de A  ̂ -pregnen-5-ol- 
20-ona en 40 mi* de dimetilíormamida• El cultivo que con­
tiene el compuesto esteroide se incuba, con agitación, du­
rante unas diez horas, a una temperatura aproximada de 2 8 2 0» 

El caldo de fermentación se extracta repetidamente 
con acetato de etilo, y los extractos obtenidos se reúnen 
y evaporan hasta sequedad en vacío» El residuo se reparte 
entre metanol acuoso al 70$ y úter de petróleo, eliminando 
así impurezas oleosas solubles en la fase de úter de petró­
leo» El metanol se evapora de su fase acuosa en vacío, y el 
líquido turbio remanente se extracta con acetato de etilo»
El extracto obtenido se evapora hasta sequedad en vacío, 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 estacionarla y benceno al 50$ con ciclo- 
hexano como fase móvil» Se separan las bandas superiores de 
cada cromatograma, que corresponden al L 1 -deshidroderivado, 
se extractan con metanol, y el material extraído se somete 
de nuevo a cromatografía 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 vaoío* El
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residuo se recristaliza en acetato de etilo y óter de pe-

cialmente pura, con punto de fusión a 148-150®C»
EJEMPLO 1 1 .-
Poroiones de 50 mi* de siete diferentes medios nu­

tritivos, con las composiciones expuestas en la adjunta ta­
bla, se ajusta a tui pH 7 » se esterilizan calentando duran­
te quince minutos en autoclave, a unos 1 2 0 2C, y cada medio 
nutritivo se inocula con un cultivo de Baoillus sphaericus 
(1£B431)» Los cultivos inoculados se incuban a una tempera­
tura de 282C, agitando, por espacio de unas 24 horas, y a 
cada uno de los cultivos resultantes se añade una solución 
de 10 mg* de hidrocortisona en 0,1 mi* de dimetilformamida. 
Los cultivos que contienen la hidrocortisona se incuban 
luego, agitando, durante otro periódo aproximado de 24 ho­
ras, a 2 82C.

se extracta con tres porciones de 50 mi, de acetato de etilo, 
y los extractos resultantes que corresponden a cada caldo 
y provienen de un medio nutritivo particular se reiínnen y eva­
poran hasta a equedad en vacío. Cada uno de los siete resi­
duos se somete a análisis polarográfico, midiendo la semionda 
a 1,52 v*, para determinar su contenido en A^^-pregnadien- 
1 1 3  ,1 7 <i ,2 1-triol-3 ,2 0-diona. La composición de los medios 
utilizados, y la cantidad de este cuerpo ( A^-hidrooorti- 
sona) obtenida con cada uno de los medios nutritivos, expre­
sada en proporción a la obtenible en teoría de los 10 mg, 
de hidrocortisona primitiva, se expone en la tabla siguien­
te:

Cada uno de los caldos de fermentación así obtenidos
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Nóm* Composición del medio

2 9- 79 82
Rendimiento en 

-hidrocortisona 
teórico)__($

del

1 La misma del ejemplo 12 37$
2 2$ solubles de destilar 37$
3 2$ de hidrolizado HC1 de caseína 44$
4 1$ de líquido de macerar maíz 31$

1$ de harina de judías de soya
5 2$ de harina de pescado 30$
6 2$ de líquido de macerar maíz 34$
7 2$ de residuos de grasas 26$

3 JEKPL0 1 2 . -
Una porción de 10 mg* de 4-pregnen-ll ó ,1 7 o(,21- 

triol-3,20-diona se pone en contacto con la actividad des­
hidrogenante de microorganismos Baclllus sphaericus (MB4 3 1), 
y el producto deshidrogenado se aísla conforme al procedi­
miento descrito para deshidrogenar A 4-pregnen-ll ̂  -ol-3,20-
diona en el ejemplo 6 2, obteniendo así ZX^'^-pregnadien—11^ f

¡
17 < , 21-triol-3 ,20-diona*

EJEMPLO 1 3 *-
Una porción de 10 mg* de Z\4-androsten-3,20-diona se 

pone en contacto con la actividad deshidrogenante del Bacillus 
sphaericus (MB4 3 1), y el producto deshidrogenado se aisla de 
conformidad con el procedimiento descrito para deshidrogenar 
A 4 -pregnen—11^ -ol-3,20-diona en el ejemplo 8 2 , obteniendo 
así A- ̂ ,4-androstadien-3 ,20-diona*

EJEMPLO 1 4*-
Una porción de 50 mi* del medio de edamina descrito 

en el ejemplo 82 se ajusta a un pH 7, se esteriliza calen­
tando durante quince minutos en autoclave a unos 1202C, y 
el medio esterilizado se inocula con Bacillus sphaerious 
(ATCC2 4 5)* El cultivo inoculado se incuba a una temperatura
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de 2 8 2 0, con agitación, por espacio de unas 24 horas, y al 
cultivo resultante so añade una solución de 10 mg. de hidro- 
cortisona en 0 , 1  mi. de dimetilformamida* Los cultivos que 
contienen la hidrocortisona se incuban luego, agitando, du- 

5 rante otras diez horas aproximadamente, a 282C*
El caldo de fermentación así obtenido se extracta 

con tres porciones de 50 ni* de acetato de etilo, y estos 
extractos se reúnen y evaporan hasta sequedad en vacío* El 
residuo resultante se somete a análisis polarográfico para 

10 medir la semionda a 1,52 voltios, y dá un contenido en
pregnadien-llp ,17°̂  ,21-triol, 5,20-diona que corresponde a un 
rendimiento de más de 50$ del obtenido en teoría a partir de 
los 10 mg* de hidrocortisona primitivos*

EJEMPLO 1 5 *-
15 Una porción de 50 mi* del medio de edamina descrito

en el ejemplo 8S se ajusta a un pH 7 , se esteriliza calen­
tando quince minutos en autoclave, a unos 1 2 0 2C, y el medio 
esterilizado se inocula con Bacillus sphaerious (AICC7 0 5 4) 
var*fusiformis. denominada a veces Bacillus fusiformis* El 

20 cultivo inoculado se incuba a una temperatura de 282C, con
agitación, durante unas 24 horas, y al cultivo resultante 
se añade una solución de 10 mg* de hidrocortisona en 0,1 mi* 
de dímetilformainida. Luego se incuba el cultivo que contie­
ne la hidrocortisona, agitando, durante otro periódo de unas 

25 diez horas, a 282C*
El caldo de fermentación así obtenido se extracta con 

tres porciones de 50 mi* de acetato de etilo, y los extrac­
tos obtenidos se reúnen y evaporan hasta sequedad en vacío*
El residuo se analiza por polarografía, para medir la semion­
da a 1 ,5 2  volts, y resulta contener una cantidad de 
prognadien-1 1 3 , 1 7 ,21-triol-3,20-diona que corresponde a un

30
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rendimiento de más de 50$ del teórico obtenible de los 10 mg. 
primitivos de hidrocortisona*

EJEMPLO 1 6 .-
Una porción de 50 mi* del medio de e¿amina descrito 

en el ejemplo 8® se ajusta a un pH 7 , se esteriliza calen­
tando por espacio de quince minutos en autoclave a unos 12C2C, 
y el medio esterilizado se inocula con Bacillus sphaericus 
(AÍDC07O5 5) var.fusiformis. a veces denominada .Bacillus fusi- 
formis. El cultivo inoculado se incuba a una temperatura de 
2 8 2C, con agitación, por espacio de unas 24 horas, y al cul­
tivo resultante se agrega una solución de 10 mg* de 9-íluoro- 
A^-pregnen-11 ,17 <A , 21-t riol-3,20-diona en 0,1 mi* de di- 

metilformamida. El cultivo que contiene el compuesto este— 
roide se incuba, con agitación, durante unas diez horas*

El caldo de fermentación así obtenido se extracta con 
tres porciones de 50 mi* de acetato de etilo, y los extrac­
tos se reúnen y evaporan hasta sequedad en vacío. El residuo 
así obtenido se somete a análisis polarográfico, para medir 
la semionda a 1,52 volts., y resulta contener una cantidad 
de 9-fluoro- A1 * ̂ -pregnadien-113 ,17o( , 21-triol-3 ,20-diona 
que corresponde a un rendimiento de más de 50$ del obteni­
ble en teoría de los 10 mg. iniciales de 9-fluoro- A^-preg- 
nen-llS , 17 ot,, 21-t riol-3,20-diona.

EJEMPLO 1 7 .-
Trece porciones de 50 mi. del medio de edamina des­

crito en el ejemplo 82 se ajustan a un pH 7 , se esterilizan 
calentando durante quince minutos en autoclave a unos 1202c, 
y cada uno de los medios esterilizados se inocula con un cul­
tivo de 3aoillus sphaericus (HB834); este cultivo se había 
aislado del suelo de un yacimiento petrolífero de Texas, y 
se designa por lote bacteriano 246E2X. Los cultivos lnocu-
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lados se incuban a vina temperatura de 282C, con agitación, 
durante unas 24 horas, y a cada uno de los trece cultivos 
resultantes se añade una solución de 10 mg* de un compuesto 
3-h.idroxisteroide o 3-cetosteroide distinto en 0,1 mi* de 
dimetilforraamida* los cultivos que contienen los compuestos 
5—cetosteroides se incuban luego, con agitación, durante otro 
lapso adicional de vinas diez horas*

Cada uno de los caldos de fermentación así obtenidos 
se extracta por separado con tres porciones de 50 ni* de ace­
tato de etilo, y los extractos resultantes de cada caldo, de­
rivados de un substrato particular de 3-cetosteroide, se reú­
nen y evaporan hasta sequedad en vacío* 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 
sistema disolvente indicado para el substrato inicial en la 
tabla que sigue* Se separan las bandas superiores de cada 
eromatograma, que corresponden a los h 1 -de shidroderivados, 
se extractan separadamente con metanol, y el material así 
extraído se somete de nuevo a cromatografía sobre papel ra­
yado* Se separa de nuevo la banda superior, se seca bien, se 
extracta con metanol, y el extracto metanólico se evapora has­
ta sequedad en vacío, para obtener, por cada substrato emplea­
do como material de partida, el respectivo compuesto 
cetosteroide indicado en la tabla siguiente:

Sistema disolvente empleado para cromatografía sobre
papel listado

Exĵ er,
num. Substrato Fase

istacionaria
Fase

móvil

M  -preguen— 
21-ol-3,20- 
diona

____os orea
ox-

^  * ̂ -p r e gnadien- 
21-ol-3,20- 
diona

1 Ketanol-
formamida
1:1

Benceno- 
ciclohe- 
xano 1:1
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2 h 4L-*r-p reg n en - lie ta n o l-
3 , 20-diona formamida 

1 :1

3 /\ 5 -p reg n en - M etanol-
3 -o l-2 0 -o n a formami­

da 1 :1

4 ^-pregnen- Pormami­
17<* -2 1 -d io l-
3 , 20-d ion a

da

5 i-1 ^-pregnen- Pormami­
17 -21-didL- 
3 , 20-diona  
(21  a ce ta to  de)

da

6 /\ 4*-» -p reg n en - Formami-
17 -21-diQL- 
3 , 1 1 , 20-dicna

da

7 ^  ^-prercnen.- Formami-
i i  a  -Í7c<v, 2 i -  
t r í o l - 3 , 2 0 -  
diona

da

8 9 p(«-fluoro- 
Á. -p reg n en - 
11 ^ , 1 7 ^ . 2 1 -  
t r i o í - 3 , 20-
diona

Porm ami­
da

9 ^ ^ -a n a r o s te n - M etanol—
3 ,1 7 -d io n a formami­

da 1 :1

10 Pregnen- Formami-
3 ,1 7 **  ,2 1 -  
t r i o l - i l , 2 0 -  
diona (2 1  a ce ­
ta t o  de)

da

11 pregnen—1 7 *  — Fo relami­
2 1 - a i o l - 3 ,1 1 ,  
2 0 -tr io n a  (21  
a c e ta to )

da

12 P regn en-3,1 7 *  
2 1 - t r i o l - 2 0 -  
ona (2 1 —ace­
ta to  de)

Pormami-
da

13 P reg n e n -1 7 * , lo  relami­
2 1 -d io l—3 , 2 0 -  
diona (2 1 -  
a c e ta to  de)

da

Benceno- 
c ic lo h e -  
xano 1 :1

* ̂ -pr egnadien- 
3 , 20-diona

Benceno- 
c ic lo h e -  
xano 1 :1

* ^-pregnadien- 
3 , 20-diona

Benceno * ̂ -pregnadien- 
17 *  , 2 1 -d io l -  
3 , 20-d ion a

Benceno * ^-pregnadien- 
1 7 *  ,2 1 - d i o l -  
3 , 20-diona

Benceno ^  ̂  * ^ -p r e gnad ie  n- 
1 7 *  , 2 1 -d io l -  
3 , 1 1 , 20-diona

Benceno * ^-pregnadien- 
1 1 $  , 1 7 *  ,2 1 -  
t r í o l - 3 , 2 0 -  
diona

C loro­
formo

9 *  -f lu o ro -iS '^  
pr e gnadi en- 1 1 6 
1 7 o * ,2 1 - t r i o l -  
3 , 20-diona

Benceno- 
c ic lo h e -  
xano 1 :1

^-(|iidrosta-
d ie n -3 ,1 7 -
diona

Benceno ^  ̂  * ̂ -p re  gnad ie n- 
17 * ,  2 1 -d io l -  
3 , 1 1 , 2 0 - t  rion a

Benceno 1 *^-pregnadien- 
17 * , 2 1 -d io l -  
3 , 1 1 , 2 0 -tr io n a

Benceno ^-pregnadien- 
1 7 *  ,2 1 - d i o l -  
3 , 20-diona

Benceno * ^-pregnadien- 
1 7 *  ,a l - d i o l -  
3 , 20-diona
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Se reivindica como objeto de esta patente:
1 . - Procedimiento para la obtención de compuestos 

esteroides por fermentación, que comprende la /\^-deshl - 
drogenación de un esteroide, por el contacto de este com­
puesto con la actividad deshidrogenante de microorganismos 
del género Bacillus.

2 . - Procedimiento según la reivindicación 1 , que 
comprende cultivar Bacillus en un medio nutritivo acuoso, 
en presencia de un esteroide cuyos átomos y Cg están 
unidos por un simple enlace; a fin de obtener un /\^-este- 
roide.

3 . - Procedimiento según la reivindicación 1 para 
la producción de un ¿^"-esteroide, que comprende el con - 
tacto entre un esteroide con enlace sencillo entre los áto­
mos y C y enzimas deshidrogenantes producidas por Ba­
cillus sphaericus.

4 «- Procedimiento según la reivindicación 1 , que 
comprende el contacto entre un esteroide oxigenado en 3 
de la serie del pregnano, con un enlace sencillo entre los 
átomos C-̂ y C2, y la actividad deshidrogenante de microor­
ganismos Bacillus sphaericus»

5 «- Procedimiento según la reivindicación 1 , que 
comprende el cultivo de Bacillus sphaericus en un medio nu­
tritivo acuoso, en presencia de un esteroide oxigenado en 
3 , de la serie del pregnano, con un enlace sencillo entre 
los átomos y C^, con lo que se elimina selectivamente 
el hidrogeno ligado a estos dos átomos, a fin de obtener un 
esteroide Ax-3 -oxigenado.

6.- Procedimiento según la reivindicación 1 , que



comprende el contacto entre un esteroide 3-oxigenado de la 
serie del pregnano, con un enlace sencillo entre los átomos 
Ci y C2 , y un doble enlace en y la actividad deshidroge­
nante del 3acillus sphaerious, a fin de obtener un compuea- 

5 to /V*~ ?̂ -3--oetosteroide«
7 .- Procedimiento según la reivindicación 1, que 

comprende el contacto entre un compuesto A4 -3-cetopregneno 
y la actividad deshidrogenante del Baoillus sphaerious, a 
fin de formar un compuesto A 1 ’4 -3-oetopregnadieno.

10 8.- Procedimiento según la reivindicación 1 , que
comprende el contacto entre un compuesto /\^-3-hidroxipreg- 
neno y la actividad deshidrogenante del Bacillus sphaeri­
ous , a fin de formar un compuesto /N?- *̂ -3-oetopregnadieno.

9 . - Procedimiento según la reivindicación 1, que 
15 comprende el cultivo aeróbico de microorganismos de la es­

pecie Bacillus 3phaericus en un medio nutritivo acuoso,
en presencia de un A ^ “3-alcanoiloxipregneno, para formar 
un compuesto A ^ ,4-5*-cetopregnadieno.

1 0 . - Procedimiento según la reivindicación 1, que 
20 comprende el cultivo aeróbico de Bacillus snhaericus en un

medio nutritivo acuoso, en presencia de un A 4”5-cetopreg­
neno, a fin de formar un compuesto A1 * ̂ -3-c et opregnadi eno.

1 1 . - Procedimiento para la obtención de compuestos 
esteroides por fermentación.

25 Esta memoria consta de treint^y dos páginas, escri-
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B ARCE-LONA, 7 de abril de 1 9 5 6.
tas por una sola cara.
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