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

E ste  invento concierne en gnneral a un procedi­

miento para obtener nuevos compuestos a s te r o id e s .  M&s concre­

tamente se r e f ie r e  a una procedim iento para preparar nuevas 

16c\-alquil-ll<=K,17*<-dihidroxi-4-pregnen-5,20-dionas, a p a r t ir
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de l&=4-alquil-4-pregnen-5 ,20-d io n as.

Los nuevos compuestos de 1 6 - a lq u i l- l lx ,  17^-dihidro- 

x i-4 -  pregnen-5,20-diona, preparados conforme a e ste  Invento 

pueden con vertirse  fácilm en te en 16=*<raiquil-17o¿,21-dihidroxl-4- 

p re g n e n -5 ,ll ,2 0 -tr io n a s  y 1 6 ^ -a lq u il- lT ^ 1 7 c ^ 2 1 -tr ih id ro x i-4 -  

pregnen-5,20-dionas, compuestos dotados de e x tra o rd in a ria  a c t i ­

v idad  a n t i f lo g í s t i c a ,  y especialm ente e f ic a c e s  para e l  t r a t a ­

miento de a r t r i t i s  y enfermedades a f in e s .

Al preparar loa nuevos compuestos químicos del pre­

sente invento, empleamos como m ateria l de p a rt id a  e l  conocido 

compuesto 16°¿-alqu il-4-pregnen-5,20-diona, de la  e stru ctu ra  

represen ta por la  Formula 1 de la  ho ja de form ulas anexa a e s­

ta  memoria, en la  cual R es un a lq u i lo .

De conformidad con e l  presen te  invento, e s te  mate­

r i a l  de p a r t id a , 16<s& alquil-4-pregnen-3,20-diona, se somete 

a la  acción  de Ana enzima oxidante producida por una cepa oxi­

genante de Dactylium dendroidea en condiciones a e ró b ic a s , para 

obtener 16 °<ralqu il-lW ,ll^ (-d lh idroxi-4-pregn en -Z ,20-d ion a, com­

puesto  de la  e stru ctu ra  representada por la  Formula 2 , en la  

que R tien e e l  mismo s ig n if ic a d o  de a n te s .

La 16<*-alquil-lloí,17'<--dihidroxl-4-pregnen-3,20-dio*- 

na obtenida puede bromarse en la  p o sic ió n  21 , con brmo y cío** 

roformo, para formar 16o<ralquil-21-bromo-llo¿, 17<=(-hiároxi-4- 

pregnen-5,20-diona. Por reacción  de e ste  últim o compuesto con 

ace ta to  p o tá s ic o , se  obtiene 2 1 -ace ta to  de 1 6 \-a lq u ll- lln ¿ , 17oí; 

21-trih id r& xi-4-pregn en -5 ,20-d ion a, e l  cual se oxida f á c i l ­

mente con dicromato sódico en ácido  a c é t ic o , para formar 16°4- 

a lq u il-1 7  ̂ ,2 1 -d ih id ro x i-4 -p regn en -3 ,11 ,20-trio n a .

Este últim o compuesto se  puede con vertir  en la  b is** 

semicarbazona y red u cir con borohidruro só d ico , y , por h id ró-
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l i s o s  de lia sem icarbazona, se forma 1 6 c^ -a lq u il- ll/^ 1 7 ^ ,2 1 -tr i-  

h ldroxi-4-pregn en -3 ,20-d ion a.

Se ha comprobado que tanto la  1 6 ^ -a lq u il-1 1 ^ 1 7 ^ -d i-  

h iüroxi-4-pregnen-3,20-diona como la  ie=^-alquil-lly% 17c^ 2 1 - t r i-  

h idroxi-4-pregnen-3,20-diona poseen una Intensa ac tiv id ad  a n t i­

in fla m ato r ia .

Al r e a l iz a r  e l  procedimiento del presente Invento, 

pueden obtenerse de co leccion as conocidas de c u lt iv o s ,  cepas 

de Dactvlium dendroides capaces de e fe c tu ar  la  oxigenación de 

16"<-alquil-4-pregnen-5,20-diona. Por ejem plo, f a c i l i t a n  uno de 

ta le s  c u lt iv o s , Dactylum dendroides núm. NRRL 2874, lo s  Labo­

r a to r io s  de In v e stig ac ió n  R egionales del N orte, P eoria , I l l i ­

n o is , E5&+ E l microorganismo se  c u lt iv a  en comdiciones aeró b i-  

oas en un medio n u tr it iv o  adecuado, en inmediato contacto con 

la  16<4-alquil-4-pregnen-3,20-diona que ha de ox igen arse ; la  

ferm entación o vegetación  de lo s microorganismos se  continúa 

h asta  que se haya producido la  oxigenación deseada. A s i, la  

16&<ralquil-4-pregnen-5,20-diona que ha de oxigenarse puede ser 

incorporada directam ente a un medio adeucuado, que se  inocula 

luego con una cepa oxigenante de Dactylium dendroides, y se 

incuba en condiciones a e ro b ia s , con lo  que se produce la  oxi­

genación buscada. En g e n e ra l, nuestro procedim iento se efectúa 

con p re feren c ia  cu ltivan do primero e l  microorganismo en un pe­

dio de ferm entación apropiado, añadiendo seguidamente la  16=-(-al- 

qu il-4-pregn en -3 ,20-d ion a, y continuando e l  c u ltiv o  del microorS 

ganismo en condiciones aeró b lcas durante un lap so  su fic ie n te  pa­

ra r e a l iz a r  la  oxigenación deseada.

E l procedimiento del presente invento se  puede e fe c ­

tuar en cu ltiv o s  f i j o s  y sumergidos de Dactylium dendroides que
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vegeten en condiciones a e r6 b ic a s , aunque, por razones p r á c t i­

c a s ,  lo  mejor es c u lt iv a r  lo s  microorganismos sumergidos en 

un medio acuoso de ferm entación adecuado que contenga e l  a s te ­

ro id e . La cantidad de é ste  que puede oxigenarse conveniente- 

5 mente por nuestro  método depende en p arte  del medio p a rt ic u ­

la r  empleado.

Los medios n u tr it iv o s  acuosos adecuados para e l  cu l­

t iv o  de cepas oxigenantes de Dactylium dendroidea deben conte­

nerá fuen tes de carbono y nitrógeno a s im ila b le s , a s i  como can- 

10 tid ad es pequeñas de s a le s  in o rg á n ica s . Para la  p rác tic a  del

procedim iento conforme a l  invento s irv e  cualqu iera de l a s  fuen­

te s  u su ales de carbono a s im ila b le , como d ex tro sa , c e re lo sa , 

g lu e o sa , m elazas in v e rtid a s  y sus an á lo g as . Sim ilarm ente, son 

s a t i s f a c t o r i a s  para uso en lo s  medios de fermentaei&n fuentes 

15 com plejas de n itfogeno habitualm ente empleadas en procedimien­

to s com erciales de ferm entación, t a le s  como d ig e stió n  de la c -  

talbúmina ("Bdamina") y liq u id o  de macerar m aiz, o una fuente 

inorgánica de n itrógen o , como n itra to  só d ico , n itra to  amónico 

o su s añ alo go s. Pequeñas cantidades de s a le s  in o rg án ica s, ta -  

30 le s  como s a le s  sol& bles adecuadas de m agnesio, p o ta s io , sod io , 

y h ie r ro , e x is te n  generalmente en fuen tes com plejas de carbo­

no y n itrógeno, o pueden añ ad irse  muy bien  a l  medio de fermen­

tac ión  en proporicion es red u c id as, para provocar e l  crecim ien­

to  máximo del microorganismo oxigenante.

25 s i  s ig u ie n te  es un ejemplo de medio n u tr it iv o  acuo­

so adecuado para uso en n uestro  procedim iento para oxigenar 

a s te ro id e s í
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D extrosa 5 0 ,0

(NH^)gHPO^ 7 ,5

KgHPO^ 1 ,0
KOI 0,5

M.SO  ̂ 7H 0 6 4 . 3
0 ,6

FeSO 4.73g0 0,001

ZnS04,73g0 0 ,01

Se añade agua d e s t ila d a  h asta  1 l i t r o  de volumen 

to t a l  de médio n u tr it iv o , y se a ju s ta  e l  pH a6 ,5  

con h idróxido só d ico *

La ad ic ión  de cantidades mínimas de antiespumosos 

no es e se n c ia l ,  pero s i  conveniente con algunos medios de f e r ­

mentación, a f in  de obtener rendim ientos máximos d& producto 

oxigenado que in te r e sa .  Hemos compabado que la  ad ic ión  a c ie r ­

to s medios de ferm entación de una exaza lin a  su b s t itu id a , que 

es un agente de ac tiv id a d  s u p e r f ic ia l  c a t ió n ica  y de tip o  amina 

no v o l á t i l ,  d ispon ib le  en e l  comercio con e l  nombre de A lka- 

$erge C, r e su lta  particu larm ente e f ic a z  para red ú cir  la  can­

tid ad  de espuma, aunque se pueden emplear asimismo o tros an­

tiespum osos de u t i l id a d  conocida para o b je to .

Por ejem plo, puede oxigenarse 16 *-m etil-4-pregnen- 

5,20-diona procediendo como s ig u e :

Primero se inocula un medio de c u lt iv o  e s t é r i l ,  co­

mo lo s  indicados a n te s , introduciendo una pequeña cantidad de 

suspensión  de esporas en una vegetación  de una cepa oxigenan­

te  de Dactyllum dendroidea. E l medio n u tr it iv o  inoculado se

50

incuba luego a unos 27-2000, m ientras se a g ita  en presen cia  de 

oxigeno durante unas 24-48 h o ra s . Seguidamente se añade a l  me-
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dio de ferm entación una so lu ción  de 16c^-metil-4-pregnen-3,20- 

diona en p r o p ile n g lic o l, y se sigue aireando d i medio n u tr i­

tiv o  durante unas cinco a t re in ta  h o ra s , o h asta  qme termine 

la  reacción  de oxigenación .

Terminada Ta oxigenación , e l  a ste ro id e  oxigenado se 

puede recuperar del caldo de ferm entación extrayéndolo con un 

d iso lven te  orgánico adecuado, no m isc ib le  en agua, que d isu e l­

va e s to s  e s te r o id e s . Son d iso lv en te s apropiados que merecen 

mencionarse e l  cloroform o, e l  cloruro  de m etileno, lo s  á s te re s  

de ác idos o rgán icos, lo s  h idrocarburos arom áticos y sus sim i­

l a r e s .  La so lu ción  de d iso lven te  que contiene e l  a ste ro id e  

oxigenado puede evaporarse lu ego , para obtener e l  producto de­

seado, que se  puede p u r if ic a r  más por r e c n is ta l iz a c ió n  u o tros 

procedim ientos co rr ien te s en este  dominio.

La 16°^-alquil-lTp^,l'7=^-dihidroxi-4-jEpegnen-5,20-diona 

a s i  obtenida puede bromarse en la  p o sic ió n  21 con brmo y c lo ­

roform a, para formar 16^alquil-21-brom o-llt=(,173¿-dihidroxi-4- 

pregnen-3,20-diona. Por reacción  de e ste  compuesto con ac e ta ­

to p o tá s ic o , se  produce 2 1 -acetato  de ie^-41qu il-lla (,17=^  21- 

trih id rox l-4 -p regn en -3 ,20-d io n a , que se puede oxidar con d i- 

cromato sódico en ácido  a c é t ic o  g l a c i a l  para obtener l@=^aal- 

q u il- l?c% 2 1 -d ih id ro x i-4 -p reg n en -3 ,ll,2 0 -tr io n a .

E ste  últim o compuesto puede co n v ertirse  en la  b is -  

sem icarbazona, red u c irse  con borohidruro só d ic o , e h id ro liz a r -  

se para obtener 16cn-alquil-ll/?,l7<?<,21-trih ldroxi-4-pregnen-3, 

20-d ion a.

E l sigu ien te  ejemplo i lu s t r a  un método de l le v a r  a 

la  p rá c t ic a  e l  procedim iento del presente in ven to .



EJEMPLO

Unos 3 ,2  l i t r o s  del medio n u tr it iv o  núm, 1 antea ex­

pu esto , y la  mínima cantidad de una oxazalin a su b stitu id a  %A1- 

katerge C) requerida para e v ita r  la  formación de espuma, ae e s ­

te r i l iz a r o n  durante media hora a 100*0. Después de e s t e r i l i z a r ,  

se  inoculé e l  medio con unos 250 mi. de una vegetacién  de una 

cepa oxigenante de Dactylium dendroidea, c u lt iv o  NRRL 2574 de 

la  co lección  de lo s  L ab orato rio s de in v e st ig a c ió n  R egionales 

del N orte, P eoría , I l l i n o i s ,  EUA. La mezula se  a g ité  luego, 

empleando un ag itad o r  de tu rb in a , a 560 rpm ., y se h izo pasar 

a ir e  a razén de 3 l i t r o s  por minuto, manteniendo la  tempera­

tura a 28*0 durante unas 24 h o ras.

Al f in a l  de e ste  la p so , se añadieron a l  medio f e r ­

mentado 1,28 g .  de 16<%r-metil-4-pregnen-3,20-dlona d isu e lto s  

en 160 mi. de p r o lp i le n g l ic o l ,  y continué ag itán dose e l  medio 

a ritm o ig u a l .  S igu ió  aireándose a 3 l i t r o s  minuto durante s e i s  

h o ras, y se interrum pió luego la  a ire a c ió n  por esp acio  de s e i s  

h o ras* E sto  se prolongó durante un periodo de 36 h o ras, a con­

ta r  desde la  ad ic ión  del a s te ro id e .

Del medio fermentado se a i s l ó  llo(.,17Q¿-dihidroxi-16k- 

m etil-4-pregnen-5,20-diona c r i s t a l in a ,  mediante extracción  con 

ac e ta to  de e t i l o ,  evaporación del d iso lven te  orgánico en v ac io , 

y r e c r i s t a l iz a c ió n  del resid u o  en ace ta to  de e t i lo *

— = = : N  o T A := = = ----

Se re iv in d ic a  como ob jeto  de e s ta  p aten te :

1 .-  Procedimiento para la  obtención de a s te r o id e s , 

especialm ente de 16o(r-alquil-ll<=-<, 17<<-dihidr&xi-4-pregnen-3,20- 

d iona, e l  cual comprende someter 16«(r-alqull-4-pregnen-,3,20- 

diona a la  acción  de una enzlna oxidante producida por una ce-

2 4 5 5 8 7
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pa oxidante de Dactylium dendroidea en pondiciones a e ró b lc a s .

2 .  - Procedimiento para la  obtención de a s te ro id e s , 

especialm ente de 16^-m etil-llo(,17e(-dih idroxi-4-pregnen-3,20- 

d iona, e l  cual comprende someter 16<=^-metil-4-pregnen-3,20-dio- 

na a la  accidn  de una enzina oxidante producida por una cepa 

oxidante de Dactylium dendroidea en condiciones ae r6 b ica s .

3 .  - Procedimiento para la obtención de a ste ro id e s

que comprende e l  c u ltiv o  de una cepa oxigenante de Dactylium den 

droldes en un medio acuoso que contiene fuentes de carbono 

asim ilab le  y n itr6gen o, en condiciones de inmersión aerò b ica , 

en contacto intimo con ie^t-alqu il-4-pregn en -3 ,20-d ion a, para 

producir 16°t^alqu& l-llc< ,n6t-dih idroxi-4-pregnen-3,20-diona.

que comprende e l  cu ltiv o  de una ceoa oxigenante de Dactylium 

dendroidea en un medio acuoso que contiene fuentes de carbo­

no asim ilab le  y nitrógeno en condiciones de inmersión aeró- 

b ic a s ,  en contacto intimo con 16°4-Btetil-4-pregiien-3,20-diona, 

para producir l& ^-m etil-ll<x, 17*<-dlhidroxi4-pregnen-3,20-dio- 

na.

4 ,-  Procedimiento para la  obtención de a ste ro id e s

5 .-  Procedimiento para la  obtención de a s te r o id e s . 

E sta  memoria consta de ocho pagin as e s c r i t a s  por una

so la  c a ra .

BARCELONA, 1 5 NOV. 1958

P.A.



/X fS tW S * 4 * -

245387

C stO


	Bibliographic data
	Description
	Claims
	Drawings



