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MEMORIA DESCRIPTIVA
para solicitar
PATENTE DE INTRODUCCION
en

ESPANA

por DIEZ alios
& nombre de OLIN MATHIESCON CHEMICAL CORPORATION, entidad nor- ~V
teemericana, establecides en 460 Park Avenue, HNueva York, N.T.
Estedos Unidos de Amdrica, por:
»UN METODO DE CONVERTIR UN ESTEROIDE EN UN HIDROXI DERIVADO

DEL MISMOw»

Esta invencidén se refiere al mejoramiento de un método de
produccidén de agentes medicinales (o productos intermedios para
agentes medicinales) a partir de sesteroides, por accidn micro-
bioldgica, y a los agentes magicinalee as{ producidos, y tiene

5 por objeto dicho mejoramiento.

Antes de esta invencién, se han hecho intentos para conver-

7
%

tir los esteroides en sustancies dtiles en medicina, utilizemio =
la actividad de microorgénismos en desarrollo pero, gensralmente,

con resultedos poco satisfactorios desde el punto de vista de la
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utilided de la sustancla obtenida‘y/b desde el punto de vista
de la eficiencie de su produccién. As{, por ejemplo, los pri-
mercs intentos condujeron bien sea & la oxidecidn de hidroxigru-
pos o cetogrupos (como en la trensformacidn de deshidro-epi-
androsterona en androstenodiona) o bien a la ruptura del ndcleo
esteroide, en vez de a la adicidn deseada de ox{geno al nidcleo
esteroide.

Se ha encontrado que 1los esteroides que tienen un grupo
metileno en le posicidn 16, especialmente S-wceto-esteroides o
3=hidroxiesteroides, o los derivedos protegidos de los miamos,
tanto de le serie del androstano (incluyendo etiocolano y andros-
teno) como de la serie del pregnano (incluyendo alopregnano y
pregneno)}, prefiriéndose particulermente los 3,20-dicetoesteroi-
des de la serie del pregnano, pueden convertirse en hidroxi-deri-
vedos en posicién 16« dtiles, sometiéndolos a le accidn de enzi-
mas de microorganismos especisles o & la accidn de los miemos
organismos, bajo condiciones oxidantes y preferiblemente aerdébi-
cas.

Se ha descubierto ademés que los hidroxiderivados en posi-
cidn 16« eas{ formados, que en muchos casos son ellos mismos com-
puestos nusvos, son udtiles como materiasles de partida en nuevos
procedimientos pera la preparacidn tanto de derivados de este-
roides ya conocidos como nuevos. Aparte de su uso como productos
intermedios segdn se explice en la patente de E.U. n® 8,709.705,
todos los 16 « ~hidroxi esteroides producidos por el método de
esta invencidn pueden oxiderse pssando a los correspondiientes
16-cetoder ivados dt1les, seglin seiexplice en la solicitud de Pa-
tente de E.U. de Herz y colaboradoréa, N2 de Serie 453.433 depo-
sitada el 31 de agosto de 1954. La 16 o =hidroxiprogesterona es

dtil edemés como material de partida en la preparacidn de los
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esteroides cqnocidoa: a10pregnano-3.5,20-triona Yy pregnano-3,
ll,ao-tridna. la 16d «hidroxi-ll-desoxicorticosterona es un
matex;ial de partide dtil en la preparaci&n daA4-androsteno-5,
16-diona, un nuevo esteroide que es un agente anabdlico protei-
nico, segin se explics en el mencionado ndmero de serie 453,433,
La 168 o -hidroxi- 4 4-endrosteno-3,17-dione y la 16« ~hidroxi tes-
tosterona formadas por el presente procedimiento son esterocides
nuevos que poseen actividad androgénica; el primero es ademds
Ytil como producto de partide en la obtencidn del dimetilester
del dcido A 4-3-cetoetiobilidnico, que es un nuevo derivedo es-
teroide.

Entre los estercides que pueden ser oxidados por el proce-
dimiento de esta invencidn estén los esteroides insustituidos en
le posicidn 18 que son miembros de: la serie androsteno, cuys se-
rie incluye le serie androsteno y etiocolanc; y la serie pregna-
no, cuye serie incluye la serie pregneno y alopregneno. Entre es-
tos, los esteroides de la serie pregneno y mis particularmente
los 3,80-dicetoesteroides de la serie pregnesno son preferidos.
Entre los ejemplos de esteroides adecumdos de la serie pregnano
figuran: progesterona, pregnenolona, pregnanolona, progestieronsa
hidroxilada tel como 2o, 6o, 68, 7, 8, 9, 11, 118, 124,
14, 15 y 15/3 -hidroxiprogesterona; progestercna halogeneda tal
como 2l=cloroprogesterona; aldosteroha, corticosterons, ll=deso-
xicorticosterone; 17o ~hidroxi- ll-desoxicorticosterona (compues-
to S de Reichstein); hidrocortisone (compuesto F); y los esteres
de los mismos, particularmente los esteres de dcido carboxflico,
tal como los esteres de dcide greso (por ejemplo, acetato, pm:-
pioneto y butirato) y los esteres de dcido eromdtico (p. ej.
benzoato y naftoato). Sin embargo, como se ha indicado aentes, aun-

que los materisles de partide preferidos son esteroides de la se-
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rie pregneno, el procedimiento de esta invencidén és de caracfer
general que puede emplearse para hidroxilar en posicién 16 of -
otras cleses de esteroldes tales como los de la serie androstano,
por ejemplo /A #-endrosteno=-3,17-diona y testosterons.

Entre los esteroides formedos por el procedimiento de esta
invencidn estén los 16 o ~hidroxiderivedos de la serie pregnano,
preferivlemsnte los de los 16 o ~hidroxi-3,20-dicetoesteroides
de la serie pregnano. Son ejemplos de prqductos resultantes de
le serie 184 ~hidroxipregneno; 16« ~hidroxiprogesterona; los
16 o =hidroxiderivedos de progesterona hidroxilada; los 16o -
hidroxiderivedos de progesterona halogenada; 16 ~hidroxi-eldos-
terona; 16d -hidroxicorticosterona; 18 o -hidroxi-ll-desoxicorti-
costerona; l6od, 17do -dihidroxi-ll-desoxicorticosterona; l6« ~
hidroxi-hidrocortisona, y los esteres de los mismos. Si se hi-
droxila un esteroide de la serie androstano, se formes tembién el
16 of ~hidroxiderivedo, segin se ilustra por la 16 -hidroxi- 4 4.
androsteno-3,17-diona y 16 o -hidroxitestosteronsa.

Como se ha dicho enteriormente, los productos finales prefe-
ridos son los 169 ~hidroxi-3,20-diceto derivedos de la serie preg-

nano que pueden representarse por la siguiente férmule general.
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donde la posicién 4,5 representa un doble enlace o saturado

(ae prefieren los esteroides con doble enlace 4,5) y donde 2

es n1drdgeno o o -hidroxi; e Y es hidrdgeno, hidroxi, haldgeno

o el grupo RO, en el que R es un radical acilo tal como un ra-

dical de dcido graso (por ejemplo, acetilo, propionilo, benzoi-
lo y naftoflo ) o un radical hidrocarbonado tal como un redical
elquilo (p. eJ. metilo, etilo y butilo) o un radical aralquilo

(ps e]. bencilo y fenstilo).

Los microorganismos dtiles para este procedimiento compren-
den clertos Streptomyces. Son representativos de los Streptony-
ces que se pueden emplear como oxi@antes microbiolégicos:

S. reseochromogenus, 8, viridis, S. olivaceus y Streptomyces

argenteclus ATCC 11.009. Strgptogzcog argenteolus es una nueva
especie de microorganismo que, cuando se desarrplla sobre agar,

tiene hifas vegetatives maduras cuyo diémetro verfe desde 0,8
a 1,2 micrones. El micelio aéreo es hialino observedo al micrpa-
coplo, generalmente ramificedo, sin formsr rizos ni espirales. |
Los filamentos individuales raramente son septados (divididos)
0 no lo son en absoluto. El color de las colonfas cuando se ob=-
servan sobre agar sin aumento es blanco a gris gaviota claro
(Ridgway plate L III 10f). Las esporas son de forms que varfia
entre oval y oblonge. Las esporas maduras tienen un diémetro que
var{a desda 1,0 @ 1,2 micrones y una longitud entre 1,0 y 1,8 mi-
crones. Las esporeas individualés son incoloras en ls madurez pe-
ro en masa aparecen de color entre blanco y gris cuando se obser-
ven sin aumento (Ridgway plate L III 1l0f).

El microorgenismo licda la gelatina, peptoniza le leche al
tornasol, reduce los nitratos a nitritos y produce dcido sulfhi-
drico cuando se desarrolla sobre agar de hierro Kligler. No pro-

duce indol cuando se desarrolla sobre agar triptona. Se desarrolls
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sobre medios que contengen sulfato amdnico ¢ nitrato addico
o asparraguine o triptofano como dnica,fuente de nitrdgeno
(medio vesal: KHpPO,, 2,38 gr.; K HPO,, 5,65 gr.; Ugsoé.mao_,
1,0gr.; Cu804.5320, 0,0964 gre FeSO47H20, 0,0011 gr.; Mh804.‘
4H,0, 0,0079 gr.; ZnS0,.7H,0, 0,0015 gr.; egar (Difeo), 15 gre;
glucosa, 10 gr.; agua hesta 1 litro; pH ajustado a 6,8). Cuando
se utiliza el mismo medio basal sin carbohidrato pero con
0,106 gr. de N [b°m°(NB§)2S°;] no se obtisne deserrollo. la
adicidn de los siguientes azicares (a 10 gr./l.) soportas el
deserrollo; arabinoss, ramnosea, glucosa, galactosa, fructoss,
menosa, lactose, maltosa, dextrina, elmiddn, glicerol, menital,
salicina. No mse observa desarrollo cuando se afiade al medio ba-
sal secarocsa, rafinosa, sorbosa, sorbitol o inositol. El aceta-
to sddico y el citrato sddico soporten el desarro;lo cuanda se
aiieden al medio basel, pero ol tartrato sddico no.

Streptomyces griseus es la especie més estrechamente rels-
cionada con Streptomyces argenteolus. Desde el punto de vista
mar foldgico, Streptomyces argenteolus se asemeja a Streptomyces

griseus en su producctén de esporoforos que son rectos, flexuo-

sos o fasciculados (en tufos o mechones). El color de las espo-
ras de Streptomyces griseus es verde agua; el de Strentogxcos
argenteolus es gris gaviota claro. Fisioldgicamente, los culti-

vos se diferencian segﬁn se indica en la siguisnte tatla.

8. argenteolus <18 iseus 4 W
(cepa Estreptomicina)

Color de espora Gris gaviota claro Verde agua
Utilizacidn de Adonitol -, trehelosea ¢ Adonitol :,trehalose-

cerbono Acetatc Na + acetato Hat
Produccidn de M 2428, entibidticos soln Estreptomicina

antibidtico bles en BuOH

Sensibilided fago Resistente Sensible
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La aceidn de los enzimas de estos microorganismos para
producir derivados dtiles de estercides puede utilizarse bien
sea incluyendo el esteroide en un cultivo adrobico del miero-
organismo, o bien poniende juntos, en un medio acuoso, el es-
teroide, gire y enzimas de células no-proliferantes del micro-
orgenismo. As{, por ejemplo, cuando se suplementa con progeste-
rona, un cultivo del microorganismo forma el 160(-h1droxideriva-
do dtil del mismo, segin se explica en ls patente de E.U. Nim,
2.709,705. Andlogemente, le accidn de los orgenismos sobre
desoxicorticosterona da el 16o{-hidroxiderivadoc.

En general, las condiciones de cultivo de Streptomyces pera
los fines de esta invencidn son (excepto pare la inclusidn dek
eateroide que se ha de convertir) las mismas que pare el culti-
vo de varios Streptomyces pera la produccién de entibidticos y/o
vitamina B;p, es decir, el microorgenismo se desarrolla aerdbi-
cemente en contacto con (en o sobre) un medio de fermentacidén
adecuado. Un medio adecuado comprende esencialmente una fusente
de factores nitrogenades y promotores del desarrollo, y una
fuente asimilgble de carbono y emergfa. Esta dltima puede ser
un carbohidrato y/o el esteroide mismo. Sin embargo, preferi-
blemente el wmedlo contiens una fuente asimileble de carbono y
energfa ademds del esteroide; y preferiblemente también, este
fuente es, por lo menos en parte sustancial, un miembro del gru-
po constitufde por (1) dcidos gresos que tienen por lo menos 14
dtomos de carbono y (8) grasas. El uso de una fuente lfpida de
carbono y energfa da'eata naturaleza (especialmente un aceite
graso) es ventajoso porque favorece la disponibilided del este-
roide para conversidn. |

Los materiales de la fuente de nitrdgenoc pueden ser orgé-

nicos (por ejemplo, herina de s0ja, 1{quido de maceracidn del
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meiz, extracto de carne y/o solubles de destilerfas) o sintéti-

{

cos (es decir, compuestos de sustancias orgdnicas e inorgénicas
sencillas, sintetizables, tales como sales emdnicas, nitratos
alcalinos, eminodcidos, urea o tiourea).

En cuanto se refiere al material gque sirve como fuente de
energfe, se prefieren los 1lfpidos, especialmente (1) 4cidos gra-
sos gque tienen por lo menos 14 dtomos de carbono (2) grasas o
(3) mezclas de los mismos. Ejemplos de tales grasas son aceite
de manteca de cerdo, aceite de soja, aceite de linazza, azeite
de semilla de slgoddn, aceite de cacahuete, sebo de cordero,
aceite de esperms, aceite de oliva, triestearina, tripalmitina,
triolefna y trilaurefna; y entre los dcidos grasos que pueden
citerse figuren el estedrico, pelmftico, oldico, 1linoldico y mi~
ristico. .

Pueden emplearse también otros materiales carbonados. Por
ejemplo: glicerol, glucosa, rructosa, sacarosa, lactosa, malto-~
se, dextrinas, almidones, suero, etc., son fuentes adecuadas de
carbono. Estos materiales pueden emplearse bien sea en estado
puro o como concentrados; por ejemplo concentrado de suero, sal~
vada de meiz, trigo o cebade, o mezclas de los mismos. Sin em-
bargo, hay que advertir que el esteroide se afiade al medio de
fermentecidn esencislmente en calided de precursor y no como
fuente de energfa.

Los medios pueden contener otros precursores ademds de los
esteroides pare obtener otros productos valiosos, por ejemplo,
puede incluirse una fuente de cobalto asimilable cuando se desee
una vitemina B-18,‘y entonces el subproducto se recupera por los

métodos corrientes. 4
Ios siguientes ejemplos son ilustrativos de la invencidn:
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r EIBVPIO I
Conversidn de progesterona en 16 & -hidroxiprogesterons

por fermentacidn con Streptomyces argenteolus ATCC 11.002

Se prepara un medio acuoso de la siguiente composicidn:

Aceite de soje T LR PR LR TR ml. 8,8
Progesterona R R R TR 0,25
Harina de soja ............,.,.........,..;.... &r. 30
00(N05)2.6H30 R X RERRR TN < 2 0,005

Se distribuyen porcionea de 100 ml. del medio en metraces
Erlenmeyer de 500 ml. y se tapan los metraces con algodén Yy se
esterilizan de la manera corriente (en eutoclave). Despuds de
frios, cadea uno de los matraces se inocula con 2 % de un inocu-
lum vegetativo de Streptomyces argenteolus ATCC 11.008 que se
he desarrollado durente 48-75 horas sobre un medio de glucosa,
harina de soje, v los matraces se mantienen a 252 C. y se agi-
tan mecdnicamente. Después de tres dfes de incubacidn, el medio
tiene un pH de aproximademente 6,3; un contenido de vitamina
B-12 de aproximadamente 0,15 microgremos/ml.; un contenido de
progesterona de, sproximadamente 106 microgramos/ml., y un con-
tenido de 16X ~hidroxiprogesterone de 115 microgramos/hl., apro~-
ximadamente. La presencia y la cantided de 18¢{-hidroxiprogeste-
rona y progesterona sin oxidar se dstermina extrayendo la mies=~
tra con cloroformo, separando el compuestc oxidado de la proges-
terona utilizando el método cromatogrédfico de reparto en papel
de filtro de Zaffereni (Science III, 6, 1950, sistema propilero-
glicol-tolueno) y deterﬁinando la cantidad de easteroide en cada
manchea mediante un espectrofotdmetro de cuarzo (240 m#). El es-
teroide oxidedo parece gue predomina en el filtrado exento de

cdlulas, mientras que el esteroide no oxidado esté asociado con
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las células del microorgenismo.
La 16 A -hidroxiprogestercna se recupers del filtredo del
cultivo como se describe més adelante.
ETEMPIO 2
(a) Se prepera un medio acuoso de la siguiente composicidn,
y se distribuye, se esterilize, y se inocule con 2 % de un ino-

culum vegetativo de Streptomyces argenteolus ATCC 11.009 y me

incuba como se ha desc;;tp en‘el Ejemplo 1:

Adceite de 20J@ «ecvercccrcirnrsciieiareiccvess ml, g,8
Progesteron® ecececsscccrveccsccccsoncccocsves Gl 0,256
Glicing scoescecsovecevtcorsrcossenssasensecsae ZP. g,6
Glutemato écido de 5010 eeeeecsssvececesenses gPy 2,8
FOSO0,7HgO cosevnerasrnsecnseeccracasseasseacse gl 0,085
Zn80, . THgO «eetesecsossrosransassssensecssscee e 0,03
CuSO,e8HRO +evrerrencereserssroscssanascascnss g 0,012
Co(NOy) geBHgO +vveusersreeresueuseneaecssacss gre 0,005
MnS0, +4Hp0 ceeeecrerrecneccnssscrinaseaaseeess g 0,018
CaClpe2HgO cvvevsecccsocsossvccnrsncocecsseses gre 0,05
MgS04eTHpO vevvvenncenceccocorccvoreccsecsnase GLs 0,5

KzHP°405HaO Seeessr0000r00s00ss0ccrncsrcrcsccee Il 0.5
Agua © 000 000000000000 t000 0000000000000 000s000OCS litmsl

(b) Al cabo de 3 dfes de incubacidn, se reune el medio sin
riltrer procedente de 700 matraces, y se centrifuga. El l{quido
clero se extrae con 13 porciones de 4 litros de cloroformo. El
extracto cloroférmico se evapora a sequedad en vacfo, y el resi-
duo (unos 31 gr.) se mezcla con 400 ml. de metanol al 80%). Ia
suspensién resultente se extrae con 7 porsiones de 400 ml. de
hexano (que elimine todos los l{pidos y deja los estgroides oxi-

dedos péécticamanta puros en la fase metanol acucso). Se evapora

la fese metanol acuoso, dejando unos 8,7 gr. de uns mezcla semi-
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cristalina; esta mezcle se disuelve en 50 ml. de cloroform ¥y
50 ml. de benceno y se cromatogrgrfa sobre una columna jﬁ Ce
de didmetro) que contiene 800 gr. de una mezcla de volumenes
igueles de silicato de magnesio y un agente auxilier de filtra-
cién (p. ej. Celite); y luego la columne (X) se lave con una
mezcla de voldmenses iguales de cloroformo y benceno. Primere-
mente se eluye progesterone residual, seguide de una pequefla
fraccidn de material cristelino (Y) y luego del producto prin-
cipel de le fermentacidn, 16 -hidroxiprogesterona, qus se re-
cupera del eluato por evaporacidn de los disolventes y cristali-
zando luego desde acetona.

La lGoL-hidroxiprogesterona forma cristales hexagonsles
que runden a 225-226% C. Da une coloracidn azul con aqlucidn de
yodo y KI sobre papel de filtro [ ] ® + 1582, (c, 0,38 en
cloroformo). U.V. 4

alc. :
mex. 239 m/“

(e = 17-000)0 IOR.:

Nujol
max. 3’04#

(hidroxilo); 5,904 (20-ceto); 6,05y 6,204 (3-ceto- A%15), su
endlisis (G, 76,61; H, 9,56) estd en buena concordancia con el
calculedo para 021H3005.

Ia acetilacién de le 16« ~hidroxiprogesterona con enhfdri-
do acético y piridine de un mono ecetato que, por cristeliza-
cién de acetona y hexano, funde & 134-5°% C. y tiene un Y_"(]Da.z *
1072 C, y de les siguientes cifras en el andlisis: c, 73,65;

H, 8,61 y acetilo 11,63. Pueden obtenerse de un modo anélogo
esteres de la 16¢( ~hidroxiprogesterona con otros doidos orgéni-

cos (p. ej. écido benzdico).

11 -
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El materiel cristalino Y obtenido & pariir del segundo

_eluato por evaporacidn del disolvente y cristalizécidn repeti-

da de acetone funde a 199-2002C. y tiene las caracterfsticas

aiguientes:ﬁxjnas $ 90,52, (G, 0,88 en cloroformo). U.V.:

aloc. 254
méz. mf‘

(e = 65). Andlisis: C, 76,12; H, 9,73 (que concuerda bien con
el calculeado para °315:5a°3' El producto representa 16« -hidroxi-
pregnenc-3,20-diona. Puede convertirse en su acetato (o en otro
ester) de la misme manera que la 16 o ~hidroxiprogestercna.

Une nueva elucidn de la columna X de silicato-agente auxi-
liar de filtracidn con cloroformo puro da une cantided adicional
de 18 « ~hidroxiprogestercna. La columna se eluye después nueva-
nente con una mezcla de 3 partes de cloroformo y una parte de
acetona; y el disolvente se elimina de este eluato por evapora—
¢1én eristalizando el residw de acetona. El producto funde a

815,5-216,5% C. y tiene las sigulentes caracteriatieaa.[4] 24-399

(clororormo) : U.v. s

A mix. 345‘-'“/"'

(e = 14.400). Su anélisis (c, 73,09; H, 8,68) concuerde bien con

el calculaio para 02133004. Se supone que sl pmd\;cto es une
dihidroxi progesterons con uno de los grupos hidroxi en posicién

18,
EJEMPIO 3
Se repite el Ejemplo 1; empleando un medio de la siguiente
composicidn:
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Aeaite da 601‘ otoooo,oo-oo-uooo.ffff.ooco.oo. iml. 8’8
Progastarona sevrerssserercrers sttt gL 0,85
lavadura 3@ CBIVEZE SECB sscessrstesrcccassacss Sl £5,0
OQ(NUs}aoﬁﬂéO '-oooooooofoooffoo'o.ooooocoooo. 8re "0,005
litros 1

Agua 02 000900 0000606000000000000sCcsossssreesates

Después de 8 dfas de incubacidn, el medio tiene un pH de
aproximadamente 6,3, un conj:enido de vitamina B-12 de aproxima-
damente 0,80 microgremos/ml. y un contenido de 164 -hidroxiproges-
terona de eproximsdamente 130 microgramoa/ml.' (eproximedemente

120 mierogramos/ml., en el filtrado de cultiwo).
ESTEPIO 4

Se repite el Ejemplo 1, empleando un medio de la siguiente

compoeicidn:

Aooite dBBOJﬂ. G OO P OO OOLPETEOD OB LI dere ml. 8’8
Progesterona P PP O R B P L BOCINEBIEPOOEOISEOEOENIEESBROEOODOES gr. 0,25
CO(Nbs)zongo “seesssvevsveccssassesccesssseveans R 03005

Liquido de maceracidn del maeiz (neutralizado e

pH?) 9 0 06 G 8 T PO GO N O s e g on B SR OSSO ¢ TP b0 b gr. 40
cacos LN B AKX SR B BN BN B BN B BN A BN BN BN BRI R Y B BN Y B BN R 2N B BN N 2R IR BN BN AN AN BK BE BN N N gl.'- 5

Agua © 00 S EP S0P CLO PO LTI INOBIR SIS EOENI NSO E litros l

Despuds de 3 d{as de incubacidn, el medio tiene un pH de 6,5,
aproximadamenta; un contenido de vitaminas Blz' de 0,81 microgremos/
ml., aproximedemente y un contenido de 184 ~hidrexiprogesterona
de 95 microgremos/ml., aproximademente (unos 85 microgramos/ml. en

el friltrado de cultivo).
Por incubacidn durante 4 dfes, aumentan de modo notable tan-

to el contenido de vitamina B-12 como el de 164 -hidroxiprogestero_
ne del medio. As{, al empliar la incubacién del ejemplo 5 hasta 4
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dfas, el contenido de vitamina B-12 sube & 0,45 microgramos/mig
y el contenido de 16« -hidroxiprogesterona a 150 microgremos/ml.
{140 microgramos/ml. en el filtrado de cultive).

En algunos cesos, puede conseguirse un nuevo ineremnto
en el t{tulo por nueva ampliacidn del periodo de incubacidn.
As{, por ejemplo, alergando la incubacidn indicada en el ejem~
plo 4, hasta un periodo de 7 dfas, eumenta el contenido de
iﬁo(-hidroxiprogestgrona a 180 micpogramos/hl. (175 microgra-
mos/ml., en el filtredo de cultivo).

En los e)jemplos indicaedos arriba, el precursor esteroide
es progesterona; pero otros precursores esteroides pueden con-

vertirse en derivados esteroides dtiles, segzin se explica por

los sizulentes ejemplos.
ETBPIO S

Conversién del acetato del compuesto S8 en su derivedo oxi-

dado por fermentacidn con streptomycea argénteoulus ATCC 11.009.

(a) Se agregan 3 gr. de acetato del compuesto 8 sobre 15

litros de un medio de aceite de soja que tiene la siguiente com-

posicidn:
Glicine 00.-0.0000000.ooovro-o000'00‘000‘000000000 [a o} 2'6
Glutamato 40160 de 80310 eccecresccersverccccsns &re 8,8

m04.7nzo 80 90 ¢ 0606000508008 9D 8 065006000800 Pse 8" 0’5

KpHPO, e3Hg0 sececesoocncennsccsononsaaassscoss Era 0,5
ZnS04e 7HgO0 scoeasrrescsccrccccssesccsosscrnces gl 0,03
MnSO0, +4Hp0 seveverccnatentiititsitiiiiuteeiny gT 0,016
CuSO,5Ha0 «evevrraserronsssasasaseacsssscnsns re 0,012
FeSO4.7320‘................................... gre 0,085
CaCLlgeHy0 eeeossoscssesssranencasasssenasssess g 0,05
2,8

Aceitﬁ dQ SOJB 20 B G 8 O PO P PO CEO PO E TN OISO SREs gr.

‘gua 0000000-.0.--.-oouuaotocoouooo.-..oovvotc litro 1
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Se inocule despuds el medio con Streptomyces argenteolus
ATCC 11.009 y se incube en un matraz de egitacién segdin se =
descrito anteriormente, durante 4 dfas, El medio sin filtrar
se extrae con tres porciones de 15 litros de cloroformo y el
disolvente se evapora del extracto. El residuo se disuelve en
4 litros de benceno y la solucidn bencénica (W) se extrae ocho
veces con porciones de 8 litros de agua. la fase acuose (Z) se
extrae despuds con 6,4 litros de benceno-(extracto W’);'loa
extractos bencénicos W y W’ se reunen, se separa el beneeno por
evaporacidn y ei residuo se recristaliza de alcohol, resultan-
do aprox;madamante 1,1 gr. de acetato del compuesto 8 bruto re-
cuperado.

(b) La rase acuosa Z se extrae con cloroformo; se evapors
el cloroformo separéndole del extracto, y el reéiduo se disuel-
ve en alcohol caliente de 95%. Por reposo, se forma un precipi-
tads. El producto funde & unos 208-21590. Resulta una cantided
edicional del producto al evaporar las aguas medres hasta vold-
men mitsd. La recristalizacidn repetida de etanol da el prodw -
to en forme de placas caracteristicas de forme de rombo, que
funde a unos 284-2272 C. La acetilacidn del producto en piridi-
na-enhf{drido acético da egnjas que funden a 209-211° c.ﬁQ]D25-58°
(0,63 % en cloroformo). Andlisis: ¢, 67,5; H, 8,08. El producto

parece estar constituido por un hidroxiderivado del compuesto S.

EJ EMPIO 6

Conversidn de acetato de desoxicorticosterona en 16of ~hidro-

xi~-desoxi-corticosterona por fermentacidn con Streptomyces argen-
teolus ATCC 11.009. »
Se incorpora 1 gr. de acetato de desoxicortiscoterona en §

litros del medio de aceite de soja que se ha descrito en el Ejem-
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rlo 5 y se inocula y se incuba dicho madio como se ha descrito
en el mencionado ejemplo, durante § dfas. El medio sin filtrar
se extree con tres porciones de 5 litros 4e cloroformo, el di-
solvente se evapora del extracto y el residuo se reparte entre
benceno y agus. Por purificacidn posterior, la fase acuosa da un
derivado oxidedo de desoxicorticosterona, segin se obmerva por
la movilided en la cromatografia de'reparto en pepel de filtro,
utilizando los métodos de Zaffaroni.

El gramo de ecetato de desoxicorticosterpna citedo da
685 mg., eproximademente, de esteroides brutos. La cromatogra-
r{a sobre 17 gr. de gel de sflice da en los eluatos de benceno-
cloroformo 1l:1, cloroformec y 5% de acetona en dioroformo un me-
terial emorfo. La elucidn con 10 % de acetona en cloroformo pro-
porciona una fraccidn cristalina (aproximademsnte 130 mg.) a par-
tir de la cual se aisla 1l6o ~hidroxi-ll-desoxicorticosterona pu-

ra, que tiene la fdrmula de estructura

?HEOH

- 0H

con un rendimianto‘aproximadamente de 4% (calculado sobre el ma-
teriasl de partida). P, de f. 208-203% c.;[d]D% + 1302 (C, 0,40
en cloroformo). Su espectro infrarrojo es idéntico al de una

muestra preperada por fermentacidn con S. roseodronogenus (Waks-

man No.3689) (ver ejemplo 14).

- 16 =
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La elucidn subsiguiente de la columne con acetona en cloe
roformo al 20 % da unos 150 mg. de material que, Qespués de cris-
talizacidn repetida de acetona funde & 215-217% c.;[ks]D35 + 4490
(c, 0,283 en cloroformo). No hay ebsorcidn a 240 m/4

A it 2,08

(oH), 5,88 (ceto-carbonilo}.
La sustancia probablemente representa 4,5-dihidro-16df -
hidroxi-ll-desoxicorticostorona, que tiene le férmule de estruc-

tura

0=

Se acetilan 10 mg. de este material con piridine-anhfdrido acé-
tico. El producto de acetilacidn resultente despuds de cristeli-
zacidn desde dter-hexano funde a 130-138% C. y tiene[d]nas 4+ 55¢
(¢, 0,36 en cloroformo). Andlisis: Celculado para CosFng0g¢ C
69,42; H, 8,39. Encontredo: C, 68,96; H, 8,46.

ETEMPIO 7

Conversidn de pregenenolona en su derivedo oxidedo por fer-

mentacidn con Streptomyces argenteolus ATCC 11.009.
Se incorporen 100 mg. de pregnenolone en 500 ml. del medio

de aceite de s0)a deacrito en el Ejemplo 5 y se inocula e incuba
dicho medio segin se ha descrito en el mencionedo ejemplo, durante

2 dfas. 1 medio sin filtrar se extrae una vez con 500 ml. de
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cloroformo y luego con 250 ml. del mismo disolvente, y el extrac-
to se trate QQspuéa dando una mezcla de derivedos oxidedos de
pregnenolone; probablemente l6od~hidroxiprogesterona y proges-
terona (tomendo como base la cromatograffa de reparto sobre pa-
pel de filtro).

ETEMPLO 8

v Conversidén de androstenodiona en 16 -hidroxi-A4-agi_9£
treno-3,17-dione por fermentecidn con Streptomyces argenteolus
ATCC 11.009.

Siguiendo el procedimiento del Ejemplo 5, sustituyendo el

acetato del compuesto S por[34-androateno-3,l?-diona, se obtiene
160(-hidroxi-134-androsteno-5,17-diona, que tiene la férmula de

estructura

Su espectroc infrarrojo es idéntico al de la muest;a preparada por
fermentacidn con S. roseochromogenus: (Waksman No.3689) (#er BEjem~
plo 17).

En los ejemplos entesg indiocados, el esteroide se ineluye en
el medio de frermentacidn antes de inoculacidn con el microorgenis-
mo; pero puede afladirse después de la inoculacidn, e_incluso des-
pués de que ha tenido luger un desarrollo sustancial del microor-
ganismo, segdn se aclara por el Ejemplo siguiente. Cuando se de-
sea una fase intermedia de oxidacidn, como por ejemplo progestero-
na en vez de l1l8o ~hidroxiprogesterona, se favorece por un periodo

de fermentacidn més breve.

- 18 -
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Se prepars un medio scuoso de la siguiente composicidn, y

ETEMPIO 9

se distribuye, se esteriliza, sme inocula y se incuba como se des~-

cribid en el Ejemplo 1:

Haring e SO0JB ecccveacercrsscccsssvecsssssannses LGl 15
GlucCoSB8 ccccsetrrsarccrescoscrcsascstccrsscscsse gl 10
Aceite de soja sesesssretasrcscasasorcscanancss Gl 2
AZUB csoreccensecssacansassssssssssssccsacncsse litre 1l

Después da incubar durante 1 dfa, se agrega pregnenolona a
cada matraz en la proporcidn de 200 mg./litro de medio; y después
se incuba el medio durante 6 horas y el medio~r§un1do se extrae
luego con 3 porciones de un litro de cloroformo. los exﬁractos
clorofdrmicos reunidos contiensn aproximadamente 190 mg. deproges-
terone.

En los ejemplos indicados anteriormente, el esterbida se
convierte por inclusién en un cultivo aeréb;co del microorganismo;
pero esta conversidn puede realizarse también poniendo en contac-
to el esteroide y aire en unse suspensidn acuosea del microorganis-
mo no-propagador (o juntando el esteroide, aire y enzimas del mi-
croorganismo en un medio acuosc exento de células), segin se acla-

ra por el ejemplo siguiente:
ETEMPLO 10

El cultivo de 2 dfes de Streptomyces argenteolus ATCC 11.009

descrito en el Ejemplo 1, se centrifuga,se suspende nuevamente en
agua destilade, se wvuelve a centrifuger y se pone muevamente en
suspensidn en agua destilada. Se colocan partes slfcuotas de 40 ml.
de la suspensidn en matraces Erlenmeyer de 125 ml., se agregea & ca-
de fresco 10 mg./litro de un polioxietilenmodter de un ester parcial
de dcido greso elevedo de sorbitan (por ejemplo Tween) y 200 mg./li



1o

15

20

&5

30

249870
tro de pregnenolona, y se agitan los matraces (en un agitedor
de vaivén), a 2852 C, durante 24 horas. La pregnenolona afiadida
se transforma cesi cuantitetivamente en progesterbna que puedes
recuperarse por extraccién con cloroformo.

Los eJemplos que enteceden utiiizan todos Streptomyces
argenteolus ATCC 11.009 como organismo oxidante. Sin embargo,
pueden utilizarse otros organismos, segin se explica por los

ejenplos siguientes:

ETEMPIO 11

Conversidn de progesterona en 16« -hidroxiprogesteronea
por fermentacidn con Streptomyces roseochromogenus {Waksman Na.

3689) .
Se prepara un medio acuoso de la siguiente composicidn:

Nutriente de harina de SOJQ essceecscscssrscenssece Sl 15’0

GlUGOBE covescroraverressscssccscccscscccrcccce EBe 10,0
Aceite de 80J8 seeessscsrrciccanirrttnrcsecesse Bl 2,8
Progesterona ssveeeveccrrcerscstcccrenccsccneceae Zre 0,5
CBCO, seessssussacsssssrnscnnronessostcacsaasns Els 2,5

Agua 50 000 08 00288 s PO P OSSPt PEEes000REOLITPITOIGOCOIEEOEDNN litro 1

El pH del medio se adepta & 7,0%f 0,1. Se distribuyen por-
ciones de 100 ml. del medio en matraces Erlenmeyer de 500 ml. Se
tapan los mstraces con algoddn y se ssterilizen del modo usual
(en autoclave). Cuando estdn frios, se inocula cada uno de los
nmatraces con 5-10 % de un inoculum vegetativo de S.roseochrome-
genus ({Weksmen No.3689). Se mantlienen los matraces a unos 25° C.
y se agitan mecdnicemente. Despudés de 3 dfas de fermentacidn, se
junta el contenido de 6 metraces, se acidifica e un pH 4 * 0,2
con dcido sulfdrico y se filtra en un embudo Buchner. El caldo

riltredo se extrae con cuatro porciones de 300 ml. de cloroformo,
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dendo, despuds de eliminar el disolvente en vacfo, unos 200 mg.
de esteroides brutos, que cristalizan por reposo. La recristali-
zacidn de etenol da unos 30 mg. de 16« ~hidroxi-progesterona pu-
ra. P. de f, 223-285° C.;[d]  + 1522 (0,0,5 en cloroformo) indi-
can que es idéntico con una muestra auténtica por el punto de fu-

sidn mixto y por la comparacidn del espactro infrarrojo.
ETEMPIO 12

Conversidn de progesterona en 16 o -hidroxiprogesterona por

fermentacidn con Streptomyces viridis (Waksmen No. 3690)

Se sigue el procedimiento del Ejémplo 11, sustituyendo S.

roseochromogenus por S. viridis (Weksman No.3690). Partiendo de

300 mg. de progesterones resulten unos 115 mg. de esteroides bru-
tos. La cromstograffa sobre 2,3 gr. de alimina da en el eluato de
10 4 de cloroformo-90 % de benceno, 16 o ~hidroxiprogesterona que,
después de recristalizacidn de etanol, funde a 224-226% c;[d>D25 +
152¢ [G, 0,50 en cloroformo). El rendimiento es eproximedemente
45 nge Su espectro infrarrojo es idéntico al de una muestra autén-
tica.

ETEMPLIO 13

Conversidén de progesterona en lec{—hidroxiprogesterona por

fermentecidn con Streptomyces oliveceus (Weksman No.3688).
Las operaciones de fermsntacién y aislamiento son las mis-

mas que en el Ejemplo 11, sustituyendo S. roseochromogenus por

Se. olivaceus {(Waksman ﬁb. 3688).

Un gramo de progesterone da unos 440 mg. de esteroides bru-
tos que cristslizan esponténeamsnte. La recristalizacidn de ace-~
tona de unos 66 mg. que funden a 218-2202 C. Este dltimo punto de

fusién se eleva s 325-227¢ por cristalizeciones sucesivas desde el
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mismo disolvente;[d] ®# + 158° (a, 0,645 en cloroformo). El es-
pectro infrarrojo de este material es idénticoe al de une muestra

euténtica de l8d -hidroxiprogesterona.

ETEMPIO 14

Conversidn de desoxicorticosterona en-16=hidroxi-ll-deso-

xicorticosterona por fermentaqi§n con Streptomyces roseochromo-

genus (Waeksman No.3688).

El medio acuoso es el mismo que el del ejemplo 11, sustitu-~
yendo la progesteronas por 900 mg. de desoxicorticosterona. Ls ope-
racidn de fermentacidn es la misma que en el Ejemplo 1l. El1 filtre-
do de cultivo de 18 matraces se reune y se extrae cuatro veces
con 900 ml. de cloroformo. La evaporacidn del cloroformo deja
unos 690 mg. de esteroides brutos que después de e;iminar la gra-
sa por distribucidn entre 20 ml. de hexano y 20 ml. de metenol
acuoso 8l 80 %, da unos 630 mg. de esteroide exentos de grase.

s cristelizacidn repetidea desde acetona proporcione unos 220 mg.
de 18d -hidroxi-ll-desoxicorticosterona pura que funde a 201-203%2
c-:ﬁd]nas ¢ 1292 (¢, 0,39 en cloroformo); '

alc.
nex. 239 m/4

(e = 18.700) 290 mp (o = 148);

A B 20 p

¥ 2,98 (OH); 5,80 [20-cetona), 6,04py 6,07 jt (4 4~3-cetona).
Anélisis: Caleulsdo para Cp H, 0, (346,45) C, 72,88; H, 8,73.
Encontredo: C, 7%2,85; H, 8,87.

- 28 =~



10

15

0

&5

30

249870

ETEMPIO 15

Conversidn de desoxicorticosterona en 16d -hidroxi-11-

desoxicorticosterona por fermentacidn con Streptomyces viridis

(Waksman No.3690).
Siguiendo los procedimientos de fermentacidn y eislamiento

del Ejemplo 14 pero sustituyendo S. roseochromogenus por S.viridis
(Weksmen No.3690), se obtiene un rendimiento de 34 %, aproximada-
mente, de l8o ~hidroxi-ll-desoxicorticosterona, segdn se deter-
mina por comparecidn crometogréfica en papel cuatitativa con 1l6«-
hidrpxi-ll—desoxi-corticosterona en un sisteme benceno-etanol-

agua,
BIEMPILO 16

Siguiendo el procedimiento de fermentacidn y aislamiento
del Ejemplo 14, se convierte desoxicorticosterona en 164 -~hidroxi-

ll-desoxicorticosterona con rendimientoc de 20 %, empleando S.oli-

vaceus (Wekaman No.36838).

ETEMPLO 17

Conversidn de androstenodiona en 16o! -hidroxiendrostendione

(160 -hidroxi-A 4-androsteno-3l}(7-d4_gna) por fermentacidn con

Streptomyces roseochromogenus.

Utilizando el medio y el método del Ejemplo 1, sustituyendo
la progesterona por androstenodiona, se fermentan 800 mg. de an-

drostenodiona con S. roseochromogenus durante 66 horase.

El celdo filtredo se extrae con cloroformo y se aislan apro-
ximedemente 789 mg. de esteroides y l{pidos. El producto bruto
cristaliza. Se tritura con hexano para eliminer los l{pidos. Se
obtiene 1l6ef =hidroxiendrostenodiona (unos 200 mg.) por recrista~

lizacidn desde acetona-éter. P. de f. 185-187° c.@#]n ¥+ 194°

- 25 -
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(e, 0,428 en cloroformo)
/1 fég? 239 mlu,
(e L 170000)' 300 m/4(e - 145)-

l Maiol 5,01 JZ

5,78 s 6,08//», 6,22/4. Este compuesto de positiva le reaccidn

de Tollen y tembién da positiva la reaccidn con cloruro de 2,4,5-
trifeniltetrazolio en KOH metandlico. Valorando con metaperyodato
de sodio, se consumen 1,09 moles del reasctiwvo. Esto indice la pre-
sencie de un grupod -cetal. Andlisis: C, gFngOs (302,40): C, 75,46;
H, 8,67. Encontredo: C, 75,88; H, 8,5%. Acetato: una solucidén de
16 of ~hidroxi-4 4-androsteno-5,17-diona (27 mg.) en 1 ml. de piri-
dina seca ¥ 1 ml. de anhfdrido acético se deja en reposo e la tem-
peratura ambliente durente ls noche. La mezcle se evapora a seque-
ded en jvac:(o Y el residuo cristalino se recristaliza de etanol-
dter. P. de f. 177-180°¢ c.,[d]n + 1372 (¢, 0,392 en cloroformo)
Andlisis: CpyHy 0 (344,44) C, 73,82; H, 8,19. Encontrado: G,

&8s
73.38; H' 8,090

EJEMPIO 18

Siguiendo los procedimientos de fermentacidn y aislamiento
del Ejemplo 17, se convierte androstenodiona en 16 o -hidroxi-

A 4-androsteno-3,8o-diona por los siguientes microorganismos:

Rendimiento por ciento

S. Olivaceus (Waksman NOe3688) ceeececsvsosocsssccsan £ 1

s. 71ridis (WBKBman Nbl 5690) s 60 e v seTII TSR ETYS 28
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La testosterona se he convertido en l6o{~hidroxitestoste-

rona por ;ermentacién con §. rosechromogenus, S. viridis, y _S.
olivaceus,

Pueden userse pera los fines de esta invencidn otros me-
dios distintos de los explicados en los Ejemplos anteriores. Co-
mo es naturel, el dnico requisito es que sean medios que sopor-
ten el desarrollo oxidante de Streptomyces. El contenido de vi-
temina B-1l2 del medio puede recuperarse por los procedimientos
corrientes para recuperecidn a pertir de Estreptomyces. Hay que
mentener un suministro adecuado de aire (estéril) durente la fer—
mentacidn, que puede hacerse de la menera corriente pere reali-
zar lﬁs fermentaciones oxidentes, es decir, exponiendo una gran
superficie del medio & la accidn del aire o por cultivo aireado
sumergido. El1 tiesmpo de incubacidn puede determinar el grado de
oxidacidn. As{, por ejemplo, la pregnenolona parece que se oxida
primero & progesterons y, por incubacidn posterior, esta Yltima
se convierte en 16 o =hidroxiprogestercna. La incubacién puede de-
tenerse, como es natural, en un momento en que el medio contenga

la concentracidn méxime de progesterona, si es este el product

. que se busca.

La léd=hidroxi-desoxicorticosterona producida en los ejem~
plos 6, 14, 15 y 18 puede convertirse en su correspondiente es-
ter de doido carboxf{lico acilando Bsegiin se explicea en los ejem-

plos siguientes:
BJ EMPIO 19

Diacetato de 16 o ~hidroxi-desoxicorticosterona

Se prepere el diacetato de 18d-hidroxi-ll-desoxicorticos-
terona tratendo 10 mg. de dicho meterisl con piridina y anhfdrido

scético. La recristalizacidn del producto de acetilacidn bruto
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deade acetone-hexeano da asgujes de p. de f. 151-1532 C. p ¥
1052 (o, 0,46 en cloroformo). Andlisis: calculado pera: Cggh. O,
(430,58): ¢, 69,74: H, 7,96. Encontrado: C, 6%,53; H, 8,85,

ETRIPIO 20

2l-mono-~benzoato de 160(-hidroxi-desoxicort1costerona

Se disuelven 166 mg. de 16o{ -hidroxi-ll-desoxicorticosterona
en & ml., de piridina seca, se enfrfa a 5% C. y se hace reaccionar
con 80 mg._de cloruré de banzoilo (equivaelentes 1:1) en £ ml. de
clorofgrmo. La mezcle se deja en reposo durante la noche en una
nevera. El exceso de cloruro de benzo{lo se destruye con hielo Yy,
despuds de diluir con cloroformo, se lave la solucidn resultante
con deido clorhfdrico dilufdo, bicarbonato sddico -dilufdo y finel-
mente conh agua. Is evapqracidn del cloroformo en vacio deja unos
£15 mg. de une mezcla constituide prihcipalmente por el 2l-benzoa-
to deseado, as{ como pequefias cantidades de materiales de partida
inelteredos y de su dibenzoato. Parareliminar el materiel de par-
tida inalterasdo, se disuelve la totalidad de le mezpla en 10.ml.
de dioxeno y se aiiadien 200 mg. de HIO4.2H20 en & ml., de agua. Des-
pués de reposo durente la noche, se destruye el exceso de HIO4 por
edicidn de unes gotes de glicerina, la mezcla se recoge en 40 ml.
de cloroformo y se separa la capa acuosa. La capa cloroformo-
dioxeno se extrse con una solucidn saturada de bicarbonato sddico,
se lava con agua, se seca sobre sulfato sédico y se evapora a se-
quedad en vacfo. El residuo (unos 187 mg.) después de recristali-
zacidn de acetona-éter de el 21-bemoeto puro, pe de f. 210-212°C.;
[«), # 1292 (¢ = 0,325 en cloroformo).

A 2ot 2,00

5,78}, 8,88k, 6,06/, 8,23k, 6,33 K, 14,04/ . Andlisis: celcu~
ledo pare 08835405 (450,55): ¢, 74,64; H, 7,61. Encontredo: C,
74’45; H, 7,810 - 26 P
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ETEIPLO 21

2l-mono-acetato de 16A-hidroxi-desoxicorticosterona

Sobre una solueidn de 270 mge de 16 -hidroxi-1l-desoxi-
corticosterone en 5 ml., de piridina seca, se agregan 125 mg. de
anhfdrido acdtico en 5 ml. de piridina. Después de reposc a la
temperatura ambiente durante 4 horas =me evapora la mezcla a se-
queded en vacfo dejando un residuo que pesa unos 407 mg. Este
residuo esté constitufdo principelmente por el 16e{ -hidroxi-
desoxicorticostérona-al-acetato deseado [_A 4-pregneno-l&’(. 21~
diol-3,20-dione 21-acetato:]contaminado por alge de material de
partida inelterado y algo de 16 o, Rl-diacetatn. Para eliminar
el material de partida 1nalteradq, se disuelve la mezcla en 15 ml.
de dioxeno y se oxide con 450 mge. del HIO4.BHéO en 5§ nl. de agua.
Después de 12 hores a la temperatura ambiente, se destruye el ex-
ceso de doido peryodico con unas pocas gotas de glicerine y la
solucidn se diluye con un voldmen igual de cloroformo. lLa capa
aéuosa se separa y el cloroformo~dioxeano se lava con bicarbonato
saturado y con agua. Degpués de evaporecidn de lps disolventes,
@e obtienen unos 294 mg. de acetatos cristalinos.

Una pequeila muestra de la mezcla anterior de Zl-monoacetato
¥y de 160{, 2l-dilacetato se recristaliza tres veces de acetona~-
hexano y da el monoacetato, p. de f. 206-208, 52 c'[*JD $1122 (c,m
0,31 en cloroformo);

A;ﬁ;’f"l 259 m M
(e = 18.200). Andlisis: calculado para CpsH, .05 (388,49); C, 71,10;
H, 8,30. Encontrado: C, 71,30; H, 8,17.

Puede oxidarse 16 A ~hidroxiprogesterona por medio de un As-
pergillus, segin se explica en la solicitud de patente de E.U. de
Fried y colaboradores, No. de Serie 286.256, depositada el 28 de



249870

junio de 1952, y los productos oxigenados es{ obtenidos pueden

tratarse deappég para formar los estercides conociﬁoa: alopregne-
B no-3,6,20-triona (si el hongo es Aspergillus nidulans) ¥ pregnano
3,11,20=-triona (1l-cet9 pregnenodiona) (si el hongo es Aspergillus
g;ggg), como se explica con mfa detalle por el sigulente esquena:

CH
|
co

.té

Alttert
butoxzide

Ao nidulfj://ﬂ

CHg

Co

A. niger

R

Al tert.

butoxid
u é e B(//
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LIRPIO 82

6[3,16o<~dihidroxigrogesterona {X) por fermentacidn de

16 A-hidroxiprogesterone con Aspergillus nidulans.

Se prepara un medio acuoso de la siguiente composicidén:

8611dos de licor de maceracidn de MABLIZ tceceeecsvcaes Lo 3,0

NH4H2P°4 .0-0-.00000..00.oooloon.ooln..ocoo'oo‘ooootgro 3’0

cacos ....0..000llooo.....00--00....--o-oooooo.ac.oagr. 2’5
Acoite de 80J8 .ccctevvvrcrtrccrrictittsescreasnss el g2,2
lﬁﬂg’hidr0x1progﬁster0na 00....0-.00.00000.-v..-ooo.osro 0’5

Asua u.ncoco-ooncu-notcoo.oo.l.....vovo‘."!Ocooou"-litrcs l

El pH del medio se ejusta a 7,0 i}o.l. Se distriduyen por-
ciones de 100 ml. del medio en matraces Erlenmeyer de 500 ml.,
¥y los metraces se tapan con algoddn y se esterilizan de le manere
usual (en autoclave). Cuando estén frios, se inocula cadas uno'de

los matraces con 5-10 % de un inoculum vegetetivo de Aspergillus

nidulans, que se ha desarrollsdo durante 48-72 horas sobre un me-

dio de ezdcer moreno-sélidos de lfquido defiaceracién de mais, y
se mantienen los matreacesz a 25% C., agitando mecénicamente. Des-
pués de 3 dfes de fermentacidn, se reune el contenido de los ma~
traces, se acidifice a pH 4 ﬁ_o,z con écido sulfdrico y se riltra,
separando as{ el micelio del medio fermentedo. Los estercides se
eliminan extrayendo el filtrado con cloroformo.

Partiende de 850 mg. de 160(-hidroxiprogesterona, se obtie-~
nen unos 827 mg. de esteroides brutos exentos de gresa. La crista-
1izecidn desde acetona da 68/, 16 X-dihidroxiprogesterona (I) con
rendimientc eproximedo de 30 %. P. de f. 230-232%° c.;EgDa4 ¥ 75%

(e, 1,0 en cloroformo);

- 29 -
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Angz: 235 mp

Améie 2,910

(oH); 5,90My 5,95/*(ao;eatona); 6,00/, 6,04y 6,16 m( A 4-5-

cetona).

( @ = 10.800)

Se obtiene una cantidad edicionesl de producto puro por
cromatograr{a de las aguas madres sobre aldmine laveda con doi~

-~

do sulfdrico.

EJTEMPLO 83

llls-elopreggeno-s,6,80~triona {II}

Sobre una aqlucicfn de 6 /3,16, ~dihidroxip rogesterona
(108 mg.) en 15 ml. de tolueno y 3 ml. de ciclohexenona, que se
ha secado & fondo esxpulsendo por destilacidn unos 5 mi. de to-
lueno, se afieden 300 mg. de butdxido terciario de eluminioc. Le
solucidn resultante se caliente a reflujo durante media hora. So-
bre la mezcla enfriada se aflade dcido clorhfdrico 2 N y clorofor-
mo. La fase clorofdrmice se extrae sucesivamente con £4cido 8 N,
bicarbonato y agua y se seca sobre sulfato sddico. La evapora~-
cidn del disolvente y el exceso de ciclohexanone en alto vacio
deja un residuo (unos 594 mg.) que contiene todavfa productos
de ciclehexanona condensados de alto punto de etullicidn. EL acei-
te se disuelve en 15 ml. de benceno y 3 ml. de he;ano Yy se crome-
tograrfa sobre alimina lavada con dcido sulfirieco. Los 15 prime-
ros ml. eluyen principelmente material aceitoso seguido de 36C ml.
de una rracoidn_criatalina (unos 60 mg.) gque, despuds de recris-

talizacidn.de acetona-hexano, funde a 204-811° G.Eqng4 + 33 (c,

0,65 en cloroformo);

- 30 -
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;\alc. 237@/‘

(e = 9500). Andlisis: celculedo para Cg H, O, (328,43); C,76,79,
H, 8,59. Encontredo: G, 76,83; H, 8,46.

ETBMPIO 24

Alopregnanc-3,68,20~-triona (III}

Une solucién de 21 mg. de A l8%-alopregnenc-3,6,20-triona
(II) en 2 mlf de dcido acético glaciel se hidrogena en presen-
ole de 15 mg. de negro de Pd. Después de 30 minutos hen sido ab=-
sorbidos 5,5 mle (aproximadamente dos equivalentes molares) de
hidrdgeno. Pera re-oxidar los grupos hidroxilo secundarios que
puedan haberse formado en la reduccidn,_se trata 1la solucién en
dcido acético con 5 mg. de Cr0O; en 1 ml. de dcido acético durante
30 minutos. El exceso de Cr0, se destruye por adicidn de metanol
¥ le meazcle de oxidacidn se concentra & pequeflo vol@men. El resi-
duo se distribuye entre cloroformo y agua, la solucién clorofdr-
mica se extrae con bicarbonato dilufdo y agua y el disolvente se
elimina en vacio. El residuo cristalino resu;tante después de re-
cristalizacidn de acetona funde a 223-228° C.

El punto de rusidn no disminuye el mezclar alopregnano-3,6-
20-triona auténtica de p. de f. 224—2309 C. ¥ el espectro infra

rrojo de las dos muestras es idéntico.

ETEMP1O 26

11o(, 16 o{-dihidroxiprogesterona (IV) por fermentacidn de

16 L ~hidroxiprogesterons con Aspergillus niger.
Se repite el procedimiento del Ejemplo 22, empleando

Aspergillus niger en luger de Aspergillus nidulens. Se eaumenta el
tiempo de contacto a 4 dfas. Un gramo de 1l6o(-hidroxiprogestem na

- 31 -
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da unos 9882 mg; de esteroides exentos de grass. lLe digestidn

con acetona da una fraccidn cristalina (aproximadamente 483 mg.)'

que, despuds de recristelizacidn de acetona, funde a 213-8152 C.;.

[*]Das ¢ 1282 (¢, 1,03 en cloroformo);

1255 zaomp
(e = 14.400) ;
Nujol
Andro” 2,98
(oH), 5,86M (20-cetona), 6,028y 6,194 (A 4-s-cetona) Andlisis:
calculedo pera 081H$0°4 (346,45); ¢, 72,80; H, 8,73. Encontrado:
c, 73,11; H, 8,79. '

lLa cristalizacién de las aguas madres de la digestidn en

acetona da algo de 18 o{~hidroxiprogesterona inalterada.

EJEMPIO 26.-~

1lle{=hidroxi-16-deshidroprogesterona (V)

De una solucidn de 102 mg. de 1lol, lS.erihidroxiprogpste-

rona (IV) en 20 ml. de tolueno seco, se separan por destilacién

5 ml. del disclvente para eliminar los dltimos vestigios de hu-

medad. Despuds de adicidn d4e 300 mg. de butdxido terciario de alu-
minio, se calienta & reflujo la solucidn durante 30 minutos. Des-
puds de enfriar, se aflade HCl 2N y cloroformo. El extracto cloro-
formo-tolueno se lava con 4cido clorhfdrico 8N, con agua, con bi-
carbonato dilufdo y otra vez con agua y luego se evapora a seque-
ded en vacfo. El1 residuo (aproximademente 96 mg.) por cristaliza-
cidn de scetona-hexeno da racimos de agujas que funden a 169-174°

24
G;[agn + 1382 (¢, 0,56 en cloroformo);

- 38
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(o= 21.900). Anélisis: celculedo para Cp,H,q05 (328,43): C,
76,79; H, 8,59, Encontrado: C, 76,67; H, 8,59,

ET BMPLO 27

A4 la-m'egnad ieno-3,11,20-triona (VI)

A une solucidn de 16,8 mg. de 1l ~hidroxi-16-deshidropro-
gesterona (V) en 1 ml. de dcido acético glacial se afiade gota &
gota una solucidn de & mg. de Cr0z en 1,5 ml. de 4cido acdtico.

Después de reposo a le temperatura embiente durente 15 minutos,

se afiade metanol (1,0 ml.) y la solucién se trats segin se ha
desorito en el Ejemplo 24. Elfesiduo semicristalino, despuds de
recristelizacidn de acetona-hexano, funde a 179-1832 c';[*]nu +
£246¢ (¢, 0,85 en elbrororm);

Amdx, 23omp
(O = 210800)
ETEPLO_ 28

Pregnano-3,11, 20-triona (VII)
Une solucidn de 11 mg. de A %' C-pregnadieno-3,11,20-

trione (V) en 2 ml. de dcido ecético glaciel se hidrogena en
preaencia de 9 mg. de negro de Pd. Al cabo de una hore hen side
absorbidos 3,5 ml. (eproximedemente 4 equivalentes molares) de
hidrégeno) . Pare re-oxidaer cualesquiera grupos hidroxilo secun-
darios que puedan haberse formedo en la reduccidn se trata la
solueidn en dcido acético con 3 mg. de Cr0y en 1 ml. de écido acé-

tico durente 30 minutos. Se destruye el exceso de CrOz por edi-
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cidn de mstenol y la mgzcla de oxidacidn se trata como se he des-
orito en el Ejemplo 4. |

El punto de fusidn de la pregnano-3,11,20-triona auténtice
no disminuyé cuando se mezcld con el residuo cristelino resultan-
te deapuda de haberse recristalizado de acetona y ambos espectros
infrarrojos son idénticos.

La 16 -hidroxi- A 4-androsteno-3,17-diona producide en los
ejemplos 8, 80 y 81, puede degradarse al dimetil ester del dcido
A %-3-ceto-stiobilienico (dimetilester del dcido A 4-3-ceto-16,17-

secoandrosteno-16,17-dioico) de acuerdec con el método del ejemplo

siguiente:

ETEMPIO 29

Degradacidn de 16o{ -hidroxiandrostenodiona a dimetilemter

del dcidoA%-B-ceto-stiobilidnico (dimetil ester del detdo 4%~3-

ceto-16,17-secoandrosteno-16,17~d1dico.
Se disuelven 80 mg. de 16 ~-hidroxiandrostenodiona en £ ml.

de dioxanc puro y se ailaden 60 mg. de dcido peryddico, dihidrato,
en 0,5 ml. de agua. Despuds de reposo & le temperatura ambiente
durente le noche, se agregea una gota de glicerina seguidade 10 ml.
de cloroformo. Se separa la cape acuosa y s6 lave la fase cloro-
férmica con agua. La evaporacidn del cloroformo de unos 67 mg. de
un aceite. Este aceite, que representa 6cidoA4-5-eeto-16,17-seco-
endrosten-l6-el-17-¢0ico, se disuelve en 2 ml. de dcido acdtico
glacial y se afieden gradualmente 0,4 ml. de una solucién de cro,
en écido acdtico glaciel (50 mg./ml.). Despuds de 15 minutos, se
destruye el exceso de crO3 con etanol, se el;mina el disolvente en
vacio y el residuo se disuslve en cloroformo. La solucién cloro-
férmica se extrae con NeHCO; y este {ltimo extracto, después de
acidificado con dcido dilufdo, se extrae con éter. La solucidén

etérea, por evaporecidn, da unos 52 mg. de un aceite que se esteri-

- 34 -
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fice con diazometeno en éter. Después de eveporar el eter, se
cromatografia el residuo aceitoso sobre 1 gr. de 41,04 (pHE 4, 5).
La columna se lava primero con 75 ml. de 10 % de benceno-hexano,
75 ml. de 20 % benceno-hexeano y 100 ml. de 50 % benceno-hexano,

lo que eluye un total de unos 7 mg. Qe material aceitoso. Después,
150 ml, ds benceno eluyen unos 15 mg. de materisal cristalino_qze,
dgspuds de recristalizacidn desde hexano da agujas lergas, p. de

f. 97-99°¢ c.,[.qn + 272 (¢, 0,34 en cloroformo.

(e =17.850), 315 m/*(e = 92),

La sustancia se identifica como ester dimetflico del dcido
D 4-3-ceto-etiobilidnico (ester dimetflico del deido A%-3-ceto-
16,17-secoandrosteno~-16,17-dioico) por comparacién con uns mues-
tra auténtica deygsta sustancia preparsda como se describe en el

siguiente ejemplo.

ETEMPLO 30

Oxidecidn Oppenauer del ester dimet{lico del de1doA5-3/3 -

hidroxietiobiliénico.

Une solucidn de 150 mg. de ester dimetflico del doido AS-34
~hidroxietiobilienico en 3 ml. de ciclohexenona y 10 ml. de to-
lueno se Qestila hasta que =se hq recogido un total de 3 ml. de
destilado. Al residuo de destilacidn seco de esta manera se agre-
gan 100 mg. de butéxido tercisrio de eluminio y le mezcla se ca=-
liente a reflujo durente 15 minutos. La mezcla de reaccidn se re-
parte entre cloroformo y écido clorhfdrico dilufdo y el extracto
clorofdrmico #e lava con ague, blcearbonato dilufdo y nuevamente

con asgua. Le solucidn cloroférmica se seca sobre sulfato sddico

y se evapora a sequedad en vacfo. El residuo, (unos 287 mg.) se

- 85 =
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disuelve en 2 ml. de benceno y 6 ml. de hexano y se crometogra-
r{a sobre 3 gramos de eldmina laveda con dcido sulfdrico. lLos

20 ml.‘primanos de banceno-hexeno 1l:3 eluyen eproximsdeamente
125.mg. de productos de condensacidn aceitosos de ciciohexanona,
seguidos de en ios siguientes 330 ml. por unos 63 mg. de materisl
cristalino. Lea eluciﬁn subsiguiente con bencemo-hexano (1:1,

110 mle; 3:1, 100 ml.) y benceno(22b6ml)de cantidedes adiclonales
de material cristelino. La recristalizacidn de las fracciones
cristalinas reunides desde hexano da ester dimetf{lico del dcido
A% z-cetoetobilidnico pure, p. de f. 100-101° c.,E{]D25 + 26°

{¢, 0,78 en cloroformo)

Mgz, 2semp
(e = 16.500),
Indxlt 5.7

8,034, 6,20, Andlisis: calculado pera Cp Ezp0g: C» 69,63; H,
8,88. Encong$rado: C, 69,67; H, 8,83,

La invencidn puede realizarse de distintas msneras incluf-
des dentro del elcance de las reivindicaciones que figuran a ®n-

tinueecidn.

NOTA

Ios puntos de invencidn propia, no mevs, pero no esteble-
cida, practiceda ni divulgede en Espafia, que se presentan para que

pean objeto de esta solicitud de Patente de Introduccidn en Espefia

por DIEZ afics, son los sigulentes:

\ - 36 -
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18.- Un método de convertir un esteroide en un hidroxi-
derivado del mismo en posicidn 16o{, que comprende someter un
esteroide seleccionado del grupo constitufdo por un esteroidé
de la serie del pregnano y un esteroide de la serie del andros-
tano a la aceidn de enzimas del microorganismo de la clase cons-

titufde por Streptomyces roseochromogenus, Streptomyces viridis,

Streptomyces olivaceus y Streptomyces argenteolus, en condicio-
nes oxidentes, y recuperar el 16 ~hidroxiesteroide formado.

£22,- El método de la reivindicacién 1 en el que el esteroi-
de es dé_la serie del pregnano. '

38i- El método de la reivindicacidn 1 en el que el esteroi-

de es dé la serlie del androstano.

42.- Rl método de la reivindicacidn 1 en el que el esteroi-

de es un 3=ceto-esteroide.
52,- El método de la reivindicacidn 1 en el que el esteroi-

de es péogesterana. _ 7
62.~ El método de le reivindicacidén 1 en el que el esteroi-
de se ha seleccionado del grupo constitufdo por desoxicorticos-

terona y sus esteres,
72,. Kl método de le reivindicacidn 1 en el que el esterpi-

de es androstenodiona.
82,~ EI método de la reivindicecidn 1 en el que el esteroi-

de es téatoaterona.

9¢,~ Un método de convertir un esteroide en un hidroxi
derivado del mismo.

Tal y como sé ha descrito en la Memoria que antecede y con
los fines que se® han especificado.
Esta Memria consta de treinta y siete hojas escritas a mé-

quina por una sola care.
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