TIEEBETmESESCTT IS rTamnEEEsSs

gue se acompafia 2z
la solicitud de

una PATENTE de INVENCION por VEINTE ANOS en ESPARA, a fa-
vor de OLIN MATHIESQN CHEMIICAL CORPORATION, de nacionalidad
norteamericana, residente en 460 Park Avenue, NEW YORK 22
(N.Y. - EE.UU.), por: "EROCEDIMIENTO PARA LA SINTESIS DE
ESTEROIDES".

Erioridad: Solicitud de patente norteamericana Ser., nimero
522.849, del 18 de 3nlio de 1955.

?hwnn&g‘.g: Den Richnrt Willism Thoms y Don Josef lri": -
" bos de nacienslidad norteamericans.
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Ia presente invencidn se reficre a la conversién mi-
crobiolégica de esteroides, y tiene por objeto un procedi-
miento para convertir el Compuesto S de Reichstein o un’
21-éster del mismo en un derivado 1,2-dehidro (v.g. Zﬁ%’4-
pregnandiona-~17a,21-diol~3,20~diona 4 un 2l-éster del mis~_
mo) mediante cilertos miéroorganismos (en lo sucesivo, al
Compuesto 5 de Reichstein, o sea £§f~pregnona-l7a,21-diol- _
3,20-~diona, se referird para mayor brevedad como ”Compues%jé
to S" & "sv). B

M4s especialmente, la esencia de esta invencién com-
prende someter el Compuesto S o un 21-éster del mismo a la
aceidn de hongos (o encimas de ellos) del orden de los mo-
niliales, familia de las tuberculariaceae, preferentgmenﬁd

del género cylindrocarpon y fusarium, y recuperar el este- |

roide 1,2-dehidro asf formado., Ha sido comprobado que los
hongos Cylindrocarpon radicicola ATCC 11011, Fusarium sp.
ATCC 11599 y Fusarium javanicum var., ensiforme QM Szif(Quag
termaster Culture Collection, Quartermaster General Labora-
tdries, Filadelfia, Pennsylvania) poseen un elevado grado
de:actividad en la dehidrogenacidn microbiolégica de esta
invencién, formando cada uno de estos organismos, inter
glia, el conocido esteroide 1,2-dehidro-S, de conocido va-
lor como intermediario en la preparaéidn de 1,2-dehiéro-
hidrocortisona y otros derivados de esteroide fisioldgica-
mente éctivos. Los organismos también forman, bajo ciertas
condiciones, Ld-testololactons y £ ’%-pregnandiona-17a,
208,21-triol-3-ona, siendo este §ltimo un nuevo esteroide -
susceptible de ser oxidado tras 2l-monoacilacidn formando
un 21-éster de 1,2-dehidro-S.

En la préctica de esta invencidn, se puede realizar
la dehidrogenacidn en cultivo creciente, bien sea por agre.
gacidn de Bompuesto S 8 un 21-éster del mismo al cultivo
dgurante el periodo de incubacidn, o por su inclusibn en el
medio nutriente previamente a la inoculacidn. En cualquier
caso, deben hallarse presentes en el medio de cultivo fuen-
tes asimilables de maderias nitrogenadas {promotoras del
crecimiento) y materias saturadas de carbono {como fuente
de energla)., Asfmismo se deberd mantener durante la oxida-
cién un conveniente suministro de aire esterilizado, V.g.
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por 1lsa téenica convencional (l) exponiendo una gran superfi
cie del medio al aire 6 (2) por cultivo sumergido.

Como substrato de eateroide se puede utilizar bien sea
el mismo compuesto S o un 21-4ster del mismo. Esteres con-
venientes incluyen los ésteres 4cidos alifdticos (v.ge, loOS
dsteres écidos:aicanoicos,‘y en especial los ésteres 4ci-
dos alcanoicos inferiores, o sea el acetato, propionato,
butirato y enantato), los dsteres dcidos aromdticos (vege
los ésteres deidos aromdticos de hidrocarburo, o sea como
el benzoato), los ésteres 4cidos aralifdticos (v.ge los és
teres 4cidos aralcanoicos de hidrocarburo, o sea como fenil
acetato y P-fenilpropionato). Tos &steres especialmente
preferidos son los de dcidos carboxflicos de hidrocarburo
que-pgqe°n menos de 10 £tomos de carbono,

Las fuentes de famtores promotores del crecimiento ni-
trogenados.son las gue normalmente se emplean en tales pro~
cedimientos. DPueden ser orgdnicos naturales (v.g. harina
de soja, licor de remojo de mafz, extracto de carne x/ ‘
solubles de destilerfa) o sintéticos como nitratos q:pem?

puestos de amonio. . , ,
Conveniente material para fuente de energia, suscep-
tible de ser utilizado en el procedimiento de esta inven-
cidn, incluye: (a) 1fpidos, especialmente (1) dcidos grasos
con al menos 14 #tomos de carbono, (2) grasas, o (3) mez-
clas de los mismos, o0 sea grasas tales como aceite de man-
teca de cerdo;‘aceitende so}a, aceite de linaza, aceite‘dé"“
semillas de algoddn, aceite de cacahuet, aceite de coco,
aceite de malz, aceite de ricino, aceite de sésamo, aceite
de palma crudo, sebo de carnero, aceite de esperma, aceite
de oliva, tristearina, tripalmitina, triolefna y trilauri-
na; y 4cidos grasos como estedrico, palgitico, oleico, 1li-
noleico y mirfstico; y (b) otros materiales saturados de
carbono, como glicerol, glucosa, fructosa, dextrosa, saca-
rosa, lactosa, maltosa, dextrinas, almidones y suero de
leche, Estos materliales pueden ser utilizados bien sea en‘
su estado purificado o como concentrados, como concentrado
de suero de leche; licor de remojo de malz o amasijos de
grano (v.g. de mafz, trigo o cebada), pudiéndose emplear,
desde luego, mez¢las de los mismos. Sin embargo, ha de ha-
cerse notar qué el substrato de esteroide se agrega'ailme-
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dio de fermentacién esenclalmente COmo precursor, y no ‘como
fuente de cnercgiae.

Los siguientes ejemplos ilustran la 1nvenc16n sin li=-
mitarla en manera alguna. '

Ejemplo 1 .

{a) fermentacidn: Se prepara un medio de la siguiente com= 4
posicidn: licor de remojo de mafz, 6.0 gr.; NH4HoPO, , 3.0
gr.; CaCoOz, 2.5 gr.; aceite de soja, 2.2 gray; extracto de
levadura, 2.5 gr.; dextrosa, 10.0 gr. y agua destilada pa-~
ra completar 1 litro. El1l medio se ajusta a un pH de 7.0 t .
0.1. A continuacidn se distribuyen 50 ml. en matraces Er-
lemmeyer de 250 ml., tapondndpolos con algoddn y se esteri-
1izan de la manera convencional (v.g. en autoclave durante
30 minutos a 120¢C.). -Unha vez enfriados, cada matraz se
inocula con una apropilada suspensidn de esporas de Cylindro-
carpon radicicola ATCC 11011, v.g., aproximadamente una ‘
quinta parte del crecimiento de superticie suspendible de.
urn enltivo sesgado de agar Sabouraud de 7 a 10 dias. Des-
puds de 65 horas de incubacidn @ 259C. sobre una agitadersp
giratoria de 230 ciclos por minuto, se transfiere el 10%:'
por volumen al medio fresco de la mencionada conposicidn.
Se prosigue la incubacidn durante 48 horas, agregando lue=-
go 1.01% gr. de compuesto S en 40.5 ml. de metanol abselu- -
to en la cantidad de 0.5 ml, por matraz. Despuéds de un pe-
riodo adicional de 47 horas, los cultivos se filtran por .
un separador Seitz. E1 nicelio se lava sobre el embudo con
aproximadamente 400 ml. de agua para dar un volumen total
de Piltrado de aproximadamente 4.1 litros.
(h) extraccidn: 4 litros del filtrado de cultivo (1 gr. de
Compuectq S) se extraen con cuatro porciones de 1 litro de

cloroformo. Ia evaporacidn del cloroformo in vacuo propor- |
ciona sproximadamente 596 mg, de residuc cristalino. Ta
trituracidn de este regiduo oon acetona p:oduce.aproximada; :
mente 460 mg..de materia eristalina, la cual, por recrista-
lizacidn de etanol del 95%,.produoe aproximadamente 300 ﬁg.
de'éé§”4-pregnandiona-l7a,21;diol-3,20-diona {1,2-dehidro
Compuesto S) pufa, con las siguientes propiedades: p.7f,
arroximadamente 240—24290., (a)g + 572 (c; 0.70 en cloro—,f'
formo); N 1% 244 mu (-« 16,800); ?\Na3°1 3.00-3.06 p
(0H), 5.81 p (20—Keto), 6.00 §, 6.18 p, 6 23 p (A’4‘3‘




f 120.- | cetona). 229219 .
Anal.: calc. para.0,Hyq0, (344 43): 0, 73.22; H, 8.19
enc. 0, 73.14; H, 8.08
Esta substancia no se distingue de una muestra auténti-
ca de 1,2-déhidro Compuesto S. ‘ 1
125 .~ _ Ejemplo 2
La etapa (a) del EBjemplo 1 se repite substituyendo el
Compuesto S 21-acetato por el Compuesto S. -Despuds de la
extraceidn del filtrado de cultivo segin la etapa (b) se
, obtiene 1?4 pregnandiona-17a,21-di01~3,20-d¢1ions que no -
.  13%0.- se distingue del producto formado en el Ejemplo 1 o de una
< muestra auténtica.

il

Ejemplo 2

_,4-_ ~ Lg) fermentaqiég: Se.prepara un medio de la siguiente com~
posicidn: sélidos de licor de remojo de mafz, 3.8 gr.;
‘155.- NH4H2PO4, 3.0 €T} caco3, 2.5 gre.; .aceite de soja, 2.2 gr.;
o Compuesto S, 0.5 gr. y agua destilada para completar 'l li=-
tro. El medio se ajusta = un pH de T.0 t o.1. A coentinua-
cidn se distribuyen porciones de 100 ml. del medio en ma-
traces Erlemmeyer de 500 ml., tapondndolos con algodén y

140 .~ se esterilizan de la menera convencional (v.g., en auto--
clave durante 30‘minutos a 1202€,). Una vez enfriados, ca-
da matraz se inocula con 5-10% de inoculum vegetativo de
Cylindrocarpon radiciccla ATCC 11011 (cultivéndose el inocu-
lum vegetativo de cultivos concentrados -ampolla liofiliza
145.~ da o sesgado de agar- durante 48-72 horas en un medio de la
siguiente composicidn: sélidos de licor de remojo de mafz,
15 gr.; azdcar terciado, 10 gr.;,NaR03, 6.87.; ZnSO4, 05001
ETe} 0H2504, 1.5 gYre; Mgso4' 7320, 0.5 gres caco3, 5 8Pe;
aceite de manteca decerdo, 2 gr.; agua destilada para comple
150 a— ter 1 1litre). Ios matraces se colocan ahora en una agita- :
dora oscilante (de 120 ciclos de pulgada y media por minu-
to), y se agita mecdnicamente a 259¢. durante 3 dias. E1
contenido de los matraces se en¥pfa luego y, tras de haber
ajustado el pH del cultivo.a aproximadamente 4 % 0.2 con
155.~ | 4cido sulfurico, se filtra por separadores de Seitz pare
separar el micelio del nmedio fermentado.

(b) extraccidn: E1 filtrade de cultivo (4 litros) obtenide
en (a) se extrae con 4 porcignes de 1 11#10 de cloroformo

¥y el resultante extracto de cloroformo se evapora hésta que-

-y -
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dar seco in vacuo. E1 residuo (aproximadamenteilll‘g ) ‘'se
disuelve en benceno, y se agrega hexano hasta la turbidez
incipiente, Ia soldicidn resultante se¢ cromatograffa sobre
30 gr. de gel de sflice, Los primeros eluados producen
ACEE-testololactqna, p.f. aproximadamente 216-218¢C.,, con
un espectro infrarrojo idéntico al de una muestra auténti-
ca, ILa elucidn subsiguiente con ecloroformo proporciona,
como producto mayor, Afsg 4-prevaandiona-l7a 2l-diol-3-20-'
diona, p.f. aproximadamente 242-24490., (a.)B + 57¢ (cloro=
formo).

Ejemplo 4
{a) fermentacidn: Como en el Ejemplo 1, con excepcidn de
que el Fusarium javanicum var. ensiforme QM 524 es el orga-
nismo; la incubacidén adicional, después de la agregacién de

esteroide, es de 26 horas, y el volumen,rinc;uido el lava-
do, es de 3.95 litros. -
(b) extraceidn: El1 *iltrado de cultivo obtenido en (a) se
extrae como en el Ejemplo 3, y el residuqxfesultante de la ..
evaporacidn del cloroformo (aproximadamgnfé1822 mg.) cris-~
taliza fraccionalmente de etanol del 95%.. Esto proporciona
un total de aproximadamenfe 438 mg. de.4:>}ﬂﬁﬂgregnandiona-
172,21-4i01-3,20-diona pura; p.f. aproximadamente 242-244¢C,
idéntica a una nmuestra auténtica., Ias aguas madres proce—
dentes de la referida cristalizacién se evaporan hasia Que= ..
dar secas in vacuo (aproximadamente 320 mg.), se disuelven

3 ml. de cloroformo y 15 ml. de benceno, y se cromatografian
sobre 1 gr., de gel de sflice. Ia materia cristelina (apro-
ximademente 59 mg.) se elda con cloroformo (1650 ml.), gque-
se identifica por AN’*-pregnandiona-17a,21-aiol-3,20-djona’
en virtud de su punto de-tusi&nv(aproximédamente 242-2449C,)
y espectro infrarrojo. :

Una elucidn continua con acetona al 5% en cloroformo

(300 ml.) y acetona al 100% en cloroformo (700 ml.) propor-
ciona un segundo componente, el cual, después de la crista-
lizacidn de acetona, posee las siguientes propiedades: p.f.
aproximadamente 193-1943C.; (a)23 + 272 (0, 0.40 en cloro=
formo); A 212+ 245 mp (€' = 17, 100) ?\mu3°1 2.85 1, 3,00 p
(OH), 6.01 u, 6.21 , 6.26 p. ([&_ w3-cetona)s Analisis
calculado para 621H3004,(346,45) :.C; 72.80; H, 8.73, En~
contrado: C, 72.665 H, 8458, -Las precitadas propledades in .
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dican que esta substancia representa 4{3{4-pregnan' oﬁg;17g,
20{’,21-triol-3-ona._

acilacidn de ¢Q§’4-pregnandiona-11a,20 B,21-triol-3-ona:
38 mg. de -pregnandiona-17a,20), 1-triol-3-one es aceti
lada con 1 mle, de piridina y 1 ml. de anhidrido acético. El
resultante diacetato tiene las siguientes propiedades: p.f. ;
aproximedamente 174-1769C,.; (a)y + 1012 (0, 0.43 en cloro-
formo); W2LC: 244 mp (€ = 17,200); NJ2d%t 2,85 p (0H), 5.75 &

aXe maxe _

(acetil); 6,02 p, 6.15 f1, 6.23 p (A\1,4-3-keto)s Analisis
calculado para 62583406 (430-52) c, 69.74; H, 7.96., Encon-|
trado: C, 69,49; 1, T.72. 4:>’ -prevnandiona-l7a 20B, 21-
triosl-Z-ona puede ser convertida en AC% -pregnandiona-17a,
21idiol-3,20-diona-21l-acetato por acetilacidn con un mol de
anhidrido acético para formar el 2l-monoacetato, seguido por
oxidacidn con deido crdmico en £cido acético. - Bl grupe 2l
acetil puede shora ser separado por hidrdlisis con carbona-
to potdsico en metanol para dar 1,2-dehidfo Se

De manera andloga, ‘fgf4+preghandionaél7a,2qﬂ,Zl-triol-
3-ona puede ser mono- y/o diacetilada utilizando anhidridos
dcidos de éter o hdlidos de acilo.

Ejemplo 5

(a) fermentacidn: Como en el Ejemplo 1, con excepcidn de. que
Fusarium sp. ATCC 11599 es ‘el organismo. Ia incubacidn, des;
puds de la agregacién de esteroide, es de 48 horas; se fo-
menta 0.513 gr. de Compuesto S, y el volumen final es 1.974
1itros. '
(b) extraceidn: E1 filtrado se extrae como en el Ejemplo 3
y el residuo del extracto de cloroformo (aproximadamente
269 mg,) se cristaliza de alcohol a 9592. Esto resulta en
el aislamiento de aproximadamente 210 mg. de | 1’4-pregnqg
diona-17a,2l-diol=3,20-diona pura, p.f, aproximadamente 244~}
2469C+, teniendo un espectro infrarrojo idéntico al de une |

muestra auténtica,

Se comprenderd gue la invencidn puede llevarse a cabo
de distintas maneras dentro del alcance de las reivindica-
ciones que se aconpaflan, - A
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En resumen: la Patente de Invencidn cuyo registro se
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solicita recaerd sobre las reivindicaciones siguientes:

1) Procedimiento para la sfntesis de esteroides, carac-
terizado porque comprende someter un estetoide seleccionado
del grupo que consiste en zfﬁ-pregnona-l7a,21-diol-3,20- :
diona y 21-ésteres del mismo a la accidn de las encimaS<dé
hongos de la familia Tuberculariaciae en un medio acuoso- 1¢"
que contiene fuentes asimilables de carbono y nitrégeno, y
recuperar el 1,2-dehidroesteroide formado del medio.

2) Procedimiento, segdn la Reivindicacidn 1), caracte-
rizado porque los hongos se seleccionan del gérero que cone-
siste en Cylindrocarpon y Fusarium, ‘

3) Procedimiento, segdn la Reivindicacidn 1), caracte—
rizado porque el hongo es Cylindrocarpon radicicola.

4) Procedimiento, segdn la Reivindicacién 1), caracte-
rizado porque el hongo es Fusarium sp. ATCC 11,599.

5) Procedimiento, segdn la Reivindicacidn 1), caracte-
rizado porque el hongo es Fusarium javanieum-var. ensiforme
QM 524. S » N T
6) rrocedimiento,. segdn la Reiv1nd1cac16n 2), carscte-~
rizado porque el 1l,2-dehidro esteroide recuperado es A:§f4
pregnandiona~17a,21-diol-3,20~diona.

7) Procedimiento, segidn la Reivihdicecidn S), caracte~
rizado porque el 1,2~-dehidro esteroide recuperado es 42&'4
preégnandicna-17a,20B,21-triol=3=ona.:

8) Procedimiento, segdn la Reivindicacidn 7), caracte-
rizado porgue incluye las.etépas adicionales de monoacila
cibn de £C§:4-pregnandiona—17a,2QB,21—triob-3-ona ¥y la oxie
ascidn del derivado 2l-acilo asf formado & un 2l-acilato de |
X 4-yregnandiona-17a,21-diol~3,20-diona. |

9) Procedimiento, segin la Reivindicacidn 1), caracte-
rizado porqie el esteroide es tfgrpregnona~l7a,21-d101-3,20»"

~diona.

10) Procedimiento, segdn las reivindicaciones anterio~
res, caracterizado porque comprende un esteroide selecéio-
nado del grupo que.consiste en,4:§’4-pregnandiona—l7a,203;21
-triol-3-ona y &€steres del mismo,

11) Se reivindica por dltimo, como objeto sobre el que
ha de recaer la Patente de Invencidn que se solicita: "FRO=-
CEDIMIENTO PARA LA SINTESIS DE ESTEROIDES", .

Todo conforme queda descrito en la presente Memoria,




que ccnsta de nueve pédginas eseritas a méquina'.
Medrid, a 14 de Junio de 1956
FONSC UNGRIA

L, 299219
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