
2  2  9 2  1 9

M E M O R I A  D E S C R I P T I V A

que se acompaña a 
la solicitud de

una PATENTE de INVENCION por VEINTE AËOS en ESPAËA, a fa­
vor de OLIN MATHIESON CHEMICAL CORPORATION, de nacionalidad 
norteamericana, residente en 460 Park Avenue, NEW YORK 22 
(N.Y. - EB.TJU.), por: "PROCEDIMIENTO PARA LA SINTESIS DE 
ESTEROIDBS".

Prioridad: Solicitud de patente norteamericana Ser. número 
522.849, del 18 de ^nllo de 1955.

Ben Richard William Thema y Bon Josef Fris*, am­
bas de nacional iAad norteamsrioana.
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La presente invención se refiere a la conversión mi- 
crobiológica de esferoides, y tiene por objeto un procedi­
miento para convertir el Compuesto S de Reichstein o un 
2 1-óster del mismo en un derivado 1 ,2-dehidro (v.gJ 

5 .- pregnandiona-17a,21-diol-3,20-diona ó un 21-óster del mis-, 
mo) mediante ciertos microorganismos (en lo sucesivo, al 
Compuesto S de Reichstein, o sea -pregnona-17a,21-diol- 
3,20-diona, se referirá para mayor brevedad como "Compues­
to S" ó "S").

10.- Más especialmente, la esencia de esta invención com­
prende someter el Compuesto S o un 21-óster del mismo a la 
acción de hongos (o encimas de ellos) del orden de los mo-̂  
niliales, familia de las tuberculariaceae, preferentemente 
del gÓnero cylindrocarpon y fusarium, y recuperar el este- 7 

15.- roide 1,2-dehidro así formado. Ha sido comprobado que los 
hongos Cylindrocarpon radicioola ATCC 11011, Fusarium S D . 

ATCC 11599 y Fusarium navanicum var. ensiforme QM 524 (Quar 
termaster Culture Collection, Quartermaster General Labora­
tories, Filadelfia, Pennsylvania) poseen un elevado grado 

2 0.- deuactividad en la dehidrogenación microbiológica de esta 
invención, formando cada uno de estos organismos, ínter 
alia, el conocido esferoide 1,2-dehidro-S, de conocido va­
lor como intermediario en la preparación de 1 ,2-dehidro- 
hidrocortisona y otros derivados de esferoide fisiológica- 

25.- mente activos. Los organismos tambión forman, bajo ciertas 
condiciones, /^L-teatolnlactona y.¿^*^-pregnandiona-17a, 
20^,21-triol-3-ona, siendo este último un nuevo esferoide 
susceptible de ser oxidado tras 2 1-monoacilaciÓn formando 
un 21-óster de 1 ,2-dehidro-S.

30.- En la práctica de esta invención, se puede realizar
la dehidrogenación en cultivo creciente, bien sea por agr¿. 
gación de Compuesto S ó un 21-Óster del mismo al cultivo 
durante el periodo de incubación, o por su inclusión en el 
medio nutriente previamente a la inoculación. En cualquier 

35.-y caso, deben hallarse presentes en el medio de cultivo fuen­
tes asimilables de materias nitrogenadas (promotoras del 
crecimiento) y materias saturadas de carbono (como fuente 
de energía). Asimismo se deberá mantener durante la oxida­
ción un conveniente suministro de aire esterilizado, v.g*
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por la técnica convencional (1 ) exponiendo una gran superfi 
cié del medio al aire 6 (2 ) por cultivo sumergido.

Como substrato de asteroide se puede utilizar bien sea 
el mismo compuesto S o un 21-éster del mismo. Esteres con­
venientes incluyen los ásteres ácidos alifáticos (v.g., los

45.- ásteres ácidos aleándoos, y en especial los ásteres áci­
dos alcanoicos inferiores, o sea el acetato, propionato, 
butirato y enantato), los ásteres ácidos aromáticos (v.g. 
los ásteres ácidos aromáticos de hidrocarburo, o sea como -iel benzoato), los ásteres ácidos aralifáticos (v.g, los ás-

50.- teres ácidos aralcanoicos de hidrocarburo, o sea como fenil 
acetato y ^-fenilpropionato). Los ásteres especialmente 
preferidos son los de ácidos carboxílicos de hidrocarburo 
que poseen menos de 10 átomos de carbono.

Las fuentes de fastores promotores del crecimiento ni-
55.- trogenados son las que normalmente se emplean en tales pro­

cedimientos. Pueden ser orgánicos naturales (v.g. harina 
de soja, licor de remojo de maíz, extracto de carne y/e 
solubles de destilería) o sintéticos como nitratos o com­
puestos de amonio. ' *'

60.- Conveniente material para fuente de energía, suscep­
tible de ser utilizado en el procedimiento de esta inven­
ción, incluye: (a) lípidos, especialmente (l) ácidos grasos 
con al menos 14 átomos de carbono, (2 ) grasas, o (3 ) mez­
clas de los mismos, o sea grasas tales como aceite de man-

65.- teca de cerdo, aceite de soja, aceite de linaza, aceite de 
semillas de algodón, aceite de cacahuet, aceite de coco, 
aceite de maíz, aceite de ricino, aceite de sésamo, aceite 
de palma crudo, sebo de carnero, aceite de esperma, aceite 
de oliva, tristearina, tripalmitina, trioleína y trilauri-

70.- na; y ácidos grasos como esteárico, palmítico, oleico, li- 
noleico y mirístico; y (b) otros materiales saturados de 
carbono, como glicerol, glucosa, fructosa, dextrosa, saca­
rosa, lactosa, maltosa, dextrinas, almidones y suero de 
leche. Estos materiales pueden ser utilizados bien sea en

75.- su estado purificado o como concentrados, como concentrado 
de suero de leche, licor de remojo de maíz o amasijos de 
grano (v.g. de maíz,: trigo o cebada), pudiéndose emplear, 
desde luego, mezclas de los mismos. Sin embargo, ha de ha­
cerse notar que el substrato de esteroide se agrega al me-



) 80.- dio de fermentación eBe^cialmente como precursor, y no como 
fuente de energía. '

Los siguientes ejemplos ilustran la invención sin li­
mitarla en manera alguna.

90.-

95-.-

Ejemplo 1
(a) fermentación: Se prepara un medio de la siguiente com­
posición: licor de remojo de maíz, 6.0 gr.; 3.0
gr.; CaCO^, 2.5 gr.; aceite de soja, 2.2 grgt; extracto .de 
levadura, 2 .5 gr.; dextrósa, 1 0 .0 gr. y agua destilada pa­
ra completar 1 litro. El medio se ajusta a un pH de 7.0 * 
0.1. A continuación se distribuyen 50 mi., en matraces Er- 
lemneyer de 250 mi., taponándolos con algodón y se esteri­
lizan de la manera convencional (v.g. en autoclave durante 
30 minutos a 12090.). *Uha vez enfriados,, cada matraz se 
inocula con una apropiada suspensión de esporas de Cylindro- 
carpón radicicola ATOO 11011, v.g., aproximadamente una 
quinta parte del crecimiento de superficie suspendíble de 
un cultivo sesgado de agar Sabouraud de 7 a 10 dias. Des­
pués de 65 horas de incubación a 2-59C. sobre una agitado^ 
giratoria de 280 ciclos por minuto, se transfiere el 10%

1 0 0.-

105.-

por volumen al medio fresco de la mencionada composición.
Se prosigue la incubación durante 48 horas, agregando lue­
go 1.015 gr. de compuesto g en 40.5 mi. de metanol absolu­
to en la cantidad de 0 .5 mi. por matraz. Bespuós de un pe­
riodo adicional de 47 horas, los cultivos se filtran por , 
un separador Seitz. El micelio se lava sobre el embudo con 
aproximadamente 400 mi. de agua para dar un volumen total 
de filtrado de aproximadamente 4.1 litros.
(b) extracción: 4 litros del filtrado de cultivo (I gr. de 
Compuesto S) se extraen con cuatro porciones de 1 litro de

1 1 0.-

115.-

c^orcfdrmo. La evaporación*del cloroformo in vacuo propor­
ciona aproximadamente 596 mg. de residuo cristalino. La 
trituración de este residuo con acetona produce, aproximada- ; 
mente 460 mg..de materia cristalina, la cual, por recrista­
lización de etanol del 95%, produce aproximadamente 300 mg. 
de ^-pregnandiona-17a. 21-d iol-3.20-diona (1,2-dehidro
Compuesto S) pura, con las siguientes propiedades: p.f. 
aproximadamente 240r-2429C.; (a)^ + $79 (c^ 0.70 en cloro— 
formo)}\  244 mu 16,800)¡ 3.00-3.06 p
(OH), 5.31 p (20-Keto), 6.00 p, 6.13 p, 6.23 p (^'^-3- .
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2292 19** 1 2 0.- cetona).
Anal.: cale, para,Op^Hp^O, (344.43): O, 73.22; H, 8.19 

ene. ^ ^  ̂ . O, 73.14? H, 8.08
Esta substancia no se distingue de una muestra auténti­

ca de 1,2-déhidro Compuesto S.
125.- Ejemplo 2

La etapa (a) del Ejemplo 1 se repite substituyendo el 
Compuesto S 21-acetato por el Compuesto S. ^Después de la 
extracción del filtrado de cultivo según la etapa (b) se 
obtiene Z^,^^-pregnandiona-17a,21-diol-3y20-diona que no 

130.- se distingue del producto formado en el Ejemplo 1 o de una 
muestra auténtica.

Ejemplo, 3
(a) fermentación: Se,prepara un medio de.la siguiente com*- 
posición: sólidos de licor de remojo de maíz, 3 . 8  gr.;

135*- NH^PO^, 3.0 gr.; CaCO^, 2.5 gr.;,aceite de soja, 2.2 gr.;
Compuesto S, 0.5 gr. y agua destilada para completar 1 li­
tro. El medio se ajusta a un pH de 7.0 - 0.1. A continua­
ción se distribuyen porciones de 100 mi. del medio eA ma­
traces Erlemmeyer de 500 mi., taponándolos con algodón y 

1^0 .- se esterilizan de la manera convencional (v.g., en auto­
clave durante 30 minutos a 120SC.). Una vez enfriados, ca­
da matraz se inocula con 5-10% de inoculum vegetativo de 
Cylindrocaruon radioicola ATCC 11011 (cultivándose el inocu­
lum vegetativo de cultivos concentrados -ampolla liofilíza 

2 4 5.— da o sesgado de agar— durante 48-72 horas en un medio de la 
siguiente composición: sólidos de licor de remojo de maíz,
15 gr.; azúcar terciado, 10 gr.;,NaN0^, 6 ,gr.; ZnSO^, 0.001 
gr.; OH^SO^, 1.5 gr.; MgSO^* 71^0, 0.5 gr.; CaCO^, 5 gr.; 
aceite de manteca decerdo, 2 gr.; agua destilada para comple 

150.- tar 1 litro). Los matraces se colocan ahora en una agita­
dora oscilante (de 120 ciclos de pulgada y media por, minu­
to), y se agita mecánicamente a 25aC. durante 3 dias. El 
contenido de los matraces se enfría luego y, tras de haber 
ajustado el pH del cultivo a aproximadamente 4 - 0.2 con 

155.— ácido sulfúrico, se filtra por separadores de Seitz para 
separar el micelio del medio fermentado.*
(b) extracción: El filtrado de eultivo (4 liaros) obtenida 
en (a) se extrae con 4 porciones de 1 litro de cloroíoymo 
y el resultante extracto de cloroformo se evapora hasta q.ue-
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dar seco in vacuo. E1 residuo (aproximadamente 1.5 gr.) se 
disuelve en benceno, y se agrega hexano hasta la turbidez 
incipiente, la solAción resultante se cromatografía sobre 
30 gr. de gel de sílice. Los primeros eluados producen 
^\.^-testololactona. p.f. aproximadamente 216-21890., con 
un espectro infrarrojo idéntico al de una muestra auténti­
ca. La elución subsiguiente con cloroformo proporciona, 
como producto mayor, ,/\l.4-preanandiona-17a.21-diol-3-20- 
diona, p.f. aproximadamente 242-2449C.; (a)^+ 57s (cloro­
formo).

Ejemplo 4
(a) fermentación: Como en el Ejemplo 1, con excepción de 
que el Fusarium javanicum var. ensiforme QM 524 es el orga­
nismo; la incubación adicional, después de la agregación de 
esteroide, es de 26 horas, y el volumen, incluido el lava­
do, es de 3..95 litros.
(b) extracción:. El filtrado de cultivo obtenido en (a) se
extrae como en el Ejemplo 3, y el residuò resaltante de la 
evaporación del cloroformo (aproximadamente 822 mg.) cris­
taliza fraccionalmente de eta&ol del $5%. Esto proporciona 
un total de aproximadamente 438 mg. de '.^-spregnandiona-
I7a,21-diol-3,20-diona pura^ p.f^ aproximadamente 242-2*4490. 
idéntica a una muestra auténtica. Las aguas madres proce­
dentes de la referida cristalización se evaporan hasta que-, 
dar secas in vacuo (aproximadamente 320 mg.), se disuelven
3 mi. de cloroformo y 15 mi. de benceno, y se cromatografían 
sobre 1 gr. de gel de sílice. La materia cristalina (apfo- 
ximade^nenta 59 mg.) se elóa con cloroformo (1650 mi.), que 
se identifica por ,/SL̂ pregnandiona-17a,21—diol—3,20-dlona 
en virtud de su punto de fusión (aproximadamente 242-2449C.) 
y espectro infrarrojo.

Una elución continua con acetona al 5% en cloroformo 
(30Q mi.) y acetona al 100% en cloroformo (700 mi.) propor­
ciona un segundo componente, el cual, después de la crista­
lización de acetona, posee las siguientes propiedades: p.f. 
aproximadamente 193-19493.; (a)p^ + 279 (O, 0.40'en cloro—

! 4  nai! S45 (t = U . M O ) , 2.S5 y, 3.00 p
(OH^, 6 .0 1 u. 6.21 u. 6.26 u (/^t*^3-cetona). Analiais 
calculado para (346.45) : C, 72.80; H, 8.73# En­
contrado: 72.66; H, 8.58. Las precitadas propiedades in
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205.-

210.-

215.-

dican que esta substancia representa y^'^-preananáiona-17a. 
20  ̂ ,21-triol-3-ona.
(c) acilaeión de j/^^-pregnandiona-17a.20 B.21-triol-3-ona: 
38 mg. de y ^ ^^-pregnándiona-17a,20^,21-triol-3-ona es aceti 
lada con 1 mi. de piridina y 1 mi. de anhídrido acético. El 
resultante diacetato tiene las siguientes propiedades: p.f. 
aproximadamente 174-17630.; (a)p + 1013 (0, 0.43 en cloro- 
formo)}\^ ° - 344 (C ̂  17,200) 2,85 n (OH), 5.75 p
(acetil); 6.02 p., 6.15 6.23 n (y \ l .4-3-keto). Análisis
calculado para C ^ H ^ O g  (430.52): C, 69.74; H, 7.96. Encon­
trado: C, 69,49; H, 7.72. / ^ ^-pregnandiona-17a,20E, 21- 
triol-g-ona puede ser convertida en ,/^*4-pregnandiona-17a. 
2l-diol-3 ,20-diona-2 1-acetato por acetilaciÓn con ún mol de 
anhídrido acético para formar el 21-monoacetato, seguido por 
oxidación con ácido crómico en ácido acético. El grupo 2 l4<. 
acetil puede ahora ser separado por hidrólisis con carbona­
to potásico enmetanol para dár 1,2-dehidro S.

De manera análoga, ^-pregnandiona-17a,20^,2l-triol-
3-ona puede ser mono- y/o diaeetilada utilizando anhídridos 
ácidos de éter o hálidos de aeilo.

220. -

225.-

230.-

235.-

Ejemulo 5
(a) fermentación: Como en el Ejemplo 1, con excepción de que 
Fusarium sp. ATCC 11599 es el organismo. La incubación, des 
puás de la agregación de esteroide, es de 48 horas; se fo­
menta 0.513 gr. de Compuesto S, y el volumen final es 1.974 
litros.
(b) extracción: El filtrado se extrae como en el Ejemplo 3 
y el residuo del extracto de cloroformo (aproximadamente 
269 mg.) se cristaliza de alcohol a 95s. Esto resulta en 
el aislamiento de aproximadamente 210 mg. de ^ ^ '^-pregnan 
diona-17a,21-diol-3 ,20-diona pura, p.f. aproximadamente 244- 
246sC., teniendo un espectro infrarrojo idéntico al de una 
muestra auténtica.

Se comprenderá que la invención puede llevarse a cabe 
de distintas maneras dentro del alcance de las reivindica­
ciones que se acompañan.

y 0 T A

En resumen: la Patente de Invención cuyo registro se
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240*- solicita recaerá sobre las reivindicaciones siguientes:
1 ) Procedimiento para la síntesis de esteroides, carac­

terizado porque comprende someter un estetoide seleccionado 
del grupo que consiste en / ^ - pregnona-17a.21-dioi-5.20- 
diona y 2 1-ósteres del mismo a la acción de las encimas de

245*- hongos de la familia Tuberculariaciae en un medio acuoso
que contiene fuentes asimilables de carbono y nitrógeno, y 
recuperar el 1 ,2-dehidroesteroide formado del medio.

2) Procedimiento, según la Reivindicación 1), caracte­
rizado porque los hongos se seleccionan del género que con-

250,- siste en Cylindrocarpon y Puáarium
3) Procedimiento, según la Reivindicación 1), caracte­

rizado porque el hongo es Cylindrocarpon radicicola.
4) Procedimiento, según la Reivindicación 1), caracte­

rizado porque el hongo es Fusaríum sp. ÁTCC 11,599.
255.- 5) Procedimiento, según la Reivindicación l), caracte­

rizado porque el hongo es Tusarium javanieum var. ensiforme 
QM 524.

6 ) Procedimiento, según la Reivindicación 2), caracte­
rizado porque el 1 ,2-dehidro esteroide recuperado es

260.- pregnandiona-17a,21-diol-3,20-diona.
7) Procedimiento, según la Reivihdicación 5), caracte­

rizado porque el 1 ,2-dehidro esteroide recuperado es 
prégnandiona-17a,2QP,21-triol-3-ona.

8 ) Procedimiento, según la Reivindicación 7), caracte- 
2 6 5.— rizado porque incluye las etapas adicionales de monoacila—

ción de / ^ y^pye^nandioz^-17a,20^,21-trioa&-3-ona y la oxi­
dación del derivado 2 1-acilo asi formado a un 21-acilato de 
/ ^ * ^-pregnandiona-17a,21-diol-3,20-diona.

9) Procedimiento, según la Reivindicación 1 ), caracte- 
!7 0.- rizado porque el esteroide es / t - pregnona-17a^2l-diol-3,20

-díona.
10) Procedimiento, según las reivindicaciones anterio­

res, caracterizado porque comprende un esteroide seleccio­
nado del grupo que consiste e n y ^ '^*-pregnandiona-17a,20B;21

2 7 5.- -triol-3-ona y ásteres del mismo.
11) Se reivindica por último, como objeto sobre el que 

ha de recaer la Patente de Invención que se solicita: "PRO­
CEDIMIENTO PARA LA SINTESIS BE.ESTEROIDES".

Todo conforme queda descrito en la presente Hemória,
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Madriá, a 14 de Junio de 1956 
LFONSO UNGHIA
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