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que se acompafia a M
la solicitud de '

una PATENTE de INVENCION por VEINTE ALOS en BESPANA, & fa-
vor de OLIN LIATHIESON CHEMICAL CORPOURATION, de nacionali-
dad norteamericans, residente en 460 Park Avenue, NEW YORK
22 (¥.Y. - EE.UU.), por: "UN LETODO PARA FRODUCIR UN ESTE-

ROIDE DEL CRURO QUE CONSISTE EN N ’'# PREGNANDIONA-11B,17a,

21-TRIQQ:3,20—DICRA ¥ 21-ESTERES DEL MISMO".

Frioridad: 3nlicitud de patente norteamericana Ser, niémero
522,860, del 18 de Julio de 1955,

3 pen’Richarl Williem Thoma, Don Johm Royal Ger-
;!!25!2225, ke Yy Don Jomef Fried, 'l.;tQGIOIIOQIQO.
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21-triol-3,20-diona y 21-ésteres del mismo, que implica la-

Ta precente invencidn se refiere a un método biosin-
tético para la preparacidn de 1llp-hidroxi-esteroides de la
serie pregnana (incluyendo la pregnona ¥y pregnandiona), eh

especial para la preparacidn de‘z:; 4 pregnandlona-113,17a,

oxidacidn microbioldgica del correspondiente ll-cesoxi—estevl
roide, en particular 4:§’4-pregnand10na-17a 21-diol-3, 20~
diona y 21-ésteres del mismo.

M4s particukarmente, el método de esta invencidn im-
plica someter 4c>:4-pregnandiona-l7a 21-diol-3,20-diona o
21-dsteres del mismo a la accidn de una encima (o encimas, |
o sistema fe encimas) a un microorganismo del género Gonio—{f
thyrium (preferentemente Coniothyrium halleborine) en un '

medio acuoso en presencia de oxfgeno, y recuperar el Z:;’
pregnandiona-118,17a,21-triol-3,20-diona 4 un 21-€ster del .
nismo formado. Ta accidén de la encima puede ser utilizada
bien sea por incluir el esteroide en un cultivo aereadofdei‘
microorganismo en o sobre un medio nutriente conveniente; o
bien por unir en un medio acyoso el ésteroide, oxfgeno, y
la encima de células no proliferantes del microorganismo,
prefiriéndose la primera alternativa,

Tos esteroides utilizables en el método de esta, inven=
cidn incluyen, inter §;i§v<4:§ 4-pregnandiona-l?a,21-d101—
3,20-diona y 21-ésteres del mismo. Entre los dcidos este~
rificantes convenientes, al utilizar un 21-&ster, son los
dcidos carboxflicos orgdnicos, en particular, los dcidos
carboxflicos de hidrocarburo con menos de 10 4tomos de car
bono, o sea como los dcidos alcancicos inferiores (v.g.,
dcidos acético, propidnico, butfrico y endntico), los 4ci-
dos alcanedioicos inferiores (v.g., 4dcido succfnico), los
dcidos aromdticos de hidrocarburo (v.g., 4cido benzoico),

v los dcidos aralcanoicos de hidrocarburo (v.g., 4cidos fe-
nilacético y beta-fenilpropidnico).

Un medioc nutriente conveniente comprende esencialmene
te una fuente de factores nitrogenados y una fuente asimila-
ble de carbono y energfa. Este dltimo puede ser un carbo-
hidrato (como sacarosa, melaza, glucosa, maltosa, almidén
o dextrina), un 4cido graso, una grasa y/o el esteroide mis-
mo. Sin embargo, preferentemente el medio incluye una fuen
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te asimilable de carbono y energfa ademds éel esteroide.
Entre las grasas: utilizables para el ohjeto de ‘esta inveﬁ?
cidn se encuentran: aceite de manteca de cerdo, aceite de
soja, aceite de linaza, aceite de semillas de algodén, acei-
te de cacahuete, aceite de coco, aceite de mafz, aceite de
ricino, aceite de sésamo, aceite de palma crudo, sebo de
carnero, aceite de esperma, aceite de oliva, tristearlna,~i‘
tripalmitina, trioclefna, trilaurine. Entre los £cidos gra—ﬁ
sos utilizables para el objeto de esta invencién se enouen—y
tran: deido estedrico, £eido palmitico, 4cido oleiﬁo, deido
linoleico y 4cido mirZ¥stico. |

Ia fuente de factores nitrogenados puede ser orgénica;
(v.g., harina de soja, licor de remojo de mafz, extracto
de carne y/o solubles de destilerfa) o sintética (v.g.,
constitufdos de compuestos sigples sintetizables orgdnicos
e inorgédnicos, como sales de amonio, nitratos de 4leali,
aminodcidos o urea). , ‘

Se deberd mantener un conveniente suministro de aire
esterilizado durante la fermentacién, por ejemplo, por los
métodos convencionales de exponer una gran superficie del

- medio al aire o por la utilizacién de un cultivo aereado

sumergido.

El esteroide se puede agregar al cultivo durante el
periodo de ircubacidén, o bien incluirse en el medio previa-
mente a la esterilizacidn o inoculacidn. El grado preferi-
do (pero no limitativo) de concentracién del esteroide en
el cultivo es de aproximadamente 0.0l a 0.10%4, El1 periodo
de cultivo (o tien el tiempo en que se somete el esteroide
a la accidn de la encima) puede variar considerableménfe,
siendo factible el alcance de aproximadamente 6 a 96 horaé,
pero no limitativo. * ,

E1 11p-hidroxi esteroide formado, se puede recuperar
del cultivo en el gue se ha formado por oxtvaccidn con un
disolvente orgénico (v.g., cetona, metil-isobutflico, clo-
roformo y dicloruro metilénico), seguida de la concentra-ﬂ
cidn del extracto y cristalizacidn a partir de un disolven~
te orgédnico convenientg./ V |

Los siguientes Ejemplos ilustran la presente invencidn:
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Ejemplo 1

A4 pregnandiona-11p,178,21-triol-3,20-diona
(a) Fermentacidn:

32 prepara un medio de fermentaci6n de la siguiente

composicidn:

Almidén ’ .20 gT.
Jarabe de extracto de cereales

malteado 10 gr,.
"Peptona ’ 20 gr.
d-glucosa A4 gr.
NaNO . 3 gl
KC1l 0.5 gr.
MgoO4' 7H 0 0.5 gr.
FeS04 ¢ 7H20 0.0183 gr.
Agua ' para completar 1 litr

El pH del medio se ajusta a2 7.0 ¥ 0.1 con solucidn 2 ¥ NaOH
y porciones de 50 ml., del medio se distribuyen en matraces
Erlemmeyer de 250 ml., taponédndolos con algoddn, y se este-
rilize en dutoclave durante 30 minutos a 120eC. Una vez en
frizdos, cada matraz se inocula con un 5% de una suspensidén
de esporas de Coniothyrium helleboripe (asequible, inter
alia, del Department of Botany, Kansas State College).

(E1 cultivo esporulado se obtiene por crecimiento del mi-

croorganismo sobre mafz quebrado durante 2 a 3 semanas pa-
ra que se presente la méxima esporulacién. Ia suspensién, -
preferentemente, se efectda en solucién Duponal acuosa al
0.01%. 2.5 ml. de suspensidn, que contiene aproximadamen-
te 1/16 de las esporas de 15 gr. de mafz, se utilizan para
inocular 50 ml. de la etapa de la primera agitadora de ma- -
traz.) '

Los matraces, a continuacidn, se agitan mecdnicamente
durante 66 horas sobre una‘agitadora giratoria de 230 ci-
clos por minuto a 25¢C., efectudndose luego la transferen-
cia de un 6% por volumen a 40 matraces (250 ml.) que con-
tienen porciones de 50 ml, del siguiente medio:

Glucosa o 40 gr.
NaNO 3 gI‘.
KHQP% 1l gr.
Agua para completar 1 litro

Ta incubacidn se efectda a continuacidn durante 48 horas a
2590, por agitacidn mecdnica scbre una agitadora giratoria
de 280 ciclos por minuto, después de lo cual se agregan 500
ng. de A\ **-pregnaniiona-17ay21l-diol-3,20-diona en 20 ml,
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de metanol, Ta incubacidn se prosigue durante otras 48 hg'
ras, Bl contenido de los matraces se recoge, filtra en un
geparador de Seitz y se lava bien con aproximadamente el
104 de agua. E1 volumen del filtrado y lavado es de 1875
ml. '

(b) Aislamiento del A\**-pregnandiona-119,17a,21-triole
3.20-diona. ,

El filtrado de cultivo asf obtenido se extrae con tres |
porciones de 1 litro de cloroformo, y la resultante solicidn
de cloroformo se evapora hasta quedar seca in vacuo. El':éfl
siduo (aproximadamente 238 mg.) se tritura con cloroformo, ;
v el resultante precipitado cristalino (aproximsdamente 146
mg.), que consiste en una mezcla de material inicial, y el
producto hidroxilado deseado, es acetilado con 2 ml., de pi-
ridina anhidrida y 2 ml. de anhidrido acético a la tempera-
tura ambiente durante 18 horas. Ia mezcla de acetatos obte-
nida por evaporacidén de los reactivos, se cristaliza cuatro
veces de alechol al 95%, produciendo 1’4-pregnandiona—llp,
172,21l=triol-3, 20-clona 2l-acetato puro, p.g. aproximadamen

te 237-239¢C, (a)D + 1129 (dioxano); )\Nuj°1 2.9T By 3.07 v,
5.72 p, 5.81 p, 6.16 p, 6.24 p, 6.30 p Ccuyo espectro infra
rrojo es idéntico al de una muestra auténtica).

La saponificacidn del referido 2l-acetato con carbona-
to potdsico en metsanol proporciona'4:§’4-pregnandiona—llﬂ,
172,21-triol-3,20-diona auténtico, p.f. aproximadamente 139~
140¢C, '

Se comprenderd que la invencidn puede llevarse a cabo
de distintas maneras dentro del alcance de las reivindica-
elones gue. se acompafian.
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En resumen: la Patente de Invencidn cuyo registro se
golicita recaerd sobre las reivindicaciones siguientes:

1) Un.método para producir un estercide del grupo que
consiste en AQ;’ -pregnandiona-llb,l?a 2l-triol-~3,20-diona
Y 21-4steres del mismo, caracterizado porque se somete un
esteroide seleccionado del grupo que consiste en 4:§’4-
Pregnandiona-17a,2145101-3,20-diona y 21-ésteres del mismo
a2 la accidn de una enzima de un microorganismo del género
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Coniothyrium en un medio acuoso en presencia de oxfgeno, ¥y
recuperar el esteroide Tformado.

2) Un método, segdn la Reivindicaecidén 1), caracteri-
zado porque el organismo es Coniothyrium helleborine.

3) Un método, segin la Reivindicacién 2), caracteriza=

do porgue el esteroide es un 21-€ster de ‘:§'4-pregngndiona
172,21-di01-3,20-diona con un 4cido carboxflico de hidroe
carburo de menos de 10 4dtomos de carbono.

4) Un método, segdn la Reivindicacidn 3), caracteriza-
do porque el 4cido es un 4cido alcanoico inferior.

5) Un método, segin la Reivindicacién 3), caracteriza- |
do porque el Acido es 4cido acético. : '

6) Se reivindica por ¥ltimo, como objeto sobre el que
ha de recaer laz FPatente de Inveneidn que se solicita: "UN
METODO r4aRA PRODUCIR UN ESTERQOIDE DEL CGRUPO QUE CONSISTE EN

1:4 PREGNANDIONA-11pB,172,21-TRIOL-3,20-DIONA Y 21-ESTERES

DEL MISMO".

Todo conforme queda descrito en la presente Memoria,
‘que consta de seis pdcinas eseritas a mdquina,

Madrid, a 14 de Junio de 1956
NS0 UNGRIA
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