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MEMORIA. DESCRIPTIVA 

para s o lic it a r

P A T E N T E  D E  I N T R O D U C C I O N  

e n

E S P A Ñ A  

por DIEZ aííos

a nombre de OLIN MATHIE30N CHEMICAL CORPORATION, entidad s o r -  * 

teeraericana, establecida en 460 Park Avenue, Nueva York, N,Y* 

Estados Unidos de America, por:

*»UN METODO DE CONVERTIR UN ESTERO IDE EN UN HIDROXI DERIVADO

Esta invención se r e fie re  a l mejoramiento de un método de 

producción de agentes medicinales (o  productos intermedios para 

agentes medicinales) a p a r t ir  de a ste ro id e s , por acción m icro- 

b io ló g ica , y a lo s  agentes medicinales aai producidos, y tiene  

por objeto  dicho mejoramiento.

Antes de esta invención, se han hecho intentos para conver­

t i r  lo s  estero ides en sustancias ú t i le s  en medicina, u tilizando  

la  actividad de microorganismos en desarro llo  pero, generalmente, 

con resultados poco sa t is fa c to r io s  desde e l punto de v is ta  de la
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u t ilid a d  de la  sustancia obtenida 7/0 desde e l  punto de v is ta  

de la  e fic ien c ia  de su producción* A sí» por ejemplo, lo s  p r i ­

meros Intentos condujeron b ien  sea e la  oxidación de h idroxlgru - 

pos o cetogrupos (como en la  transformación de desh id ro -ep i- 

5 androsterona en androstenodiona) o bien a la  ruptura d e l ntícleo

astero ide , en vez de a l a  adición deseada de oxígeno a l nócleo 

astero ide .

Se be encontrado que lo s  estero ldes que tienen un grupo 

metlleno en la  posición  16, especialmente 3 -*.ceto-esteroides o 

XO 3 -h idrox iestero ldes, o lo s  derivados protegidos de lo s  mismos,

tanto de le  se rie  d e l androstano (Incluyendo etiocolano 7 andrós 

teño) como de la  se r le  d e l pregnano (incluyendo alopregnano 7 

pregneno), prefIrlóndose particularmente lo s  3 ,20-dicetoeetero>i- 

des de la  se rie  d e l pregnano, pueden convertirse en h iá ro x i-d e r i  

15 vados en posición 1 6 tit ile s , sometióndolos a la  acción de enzi­

mas de microorganismos especia les o a la  acción de lo s  míanos 

organismos, bajo condiciones oxidantes 7 preferiblem ente ae rób l- 

cas*

Se ha descubierto además que lo s  hidroxiderivados en p o s l-  

20 clón 16m a s í formados, que en muchos casos son e llo s  mismos com­

puestos nuevos, son titiles  como m ateriales de partida  en nuevos 

procedimientos para la  preparación tanto de derivados de e s te -  

ro ldes 7a conocidos como nuevos, ¿parte de su uso como productos 

intermedios segtin se exp lica en la  patente de E.U. nfi 8*709.705, 

25 todos lo s  16 m -h id rox i asteroides producidos por e l  mótodo de

esta Invención pueden oxidarse pasando a lo s  correspondientes 

16-cetoderivados t it ile s , según se «exp lica  en l a  so lic itu d  de Pa­

tente de E.U* de Herz 7 colaboradores, N® de Serie  453*433 depo­

sitada e l 31 de agosto de 1954* La 16 oí-hidroxiprogesterona es 

30 ú t i l  además como m aterial de partida en la  preparación de los
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estero ides conocidos: a lopregnano-3,6 ,£0-triona y pregnano-3, 

11,20-triona. La 16o< -h id rox i-ll-desox icorticosterona ¡ es un 

m aterial de partida á t i l  en la  preparación de A ^-androsteno-3,

16-diona, un nuevo asteroide que es un agente anabólico p ro te í-  

g nico, segdn se exp lica en e l  mencionado nómero de serie  453*433»

La 16 o< -h id ro x i-  á 4-androsteno-3,17-dione y la  16 -h id ro x i te s -  

tosterona formadas por e l  presente procedimiento son asteroides  

nuevos que poseen actividad androgánlca; e l primero es además 

á t i l  como producto de partida en la  obtención d e l d lm etllester  

10 de l ácido á  4-3 -e e to e t lo b ilián ieo , que es un nuevo derivado e s -

tero ide.

Entre lo s  esteroides que pueden ser oxidados por e l proce­

dimiento de esta  Invención están lo s  estero ldes insustitu idos en 

la  posición 16 que son miembros de: la  se rie  androstano, cuya se -  

15 r ie  incluye la  se r le  androstano y etlocolaño; y l a  se r le  pregna-

no, cuya se rle  incluye la  se r ie  pregneno y alopregnano* Entre es ­

tos, lo s  estero ldes de la  s e r le  pregnano y más particularmente  

lo s  S ,80-dicetoesteroides de la  se r le  pregnano son p re feridos*  

Entre lo s  ejemplos de estero ldes adecuados de la  se rle  pregnano 

£0 figu ran : progestarona, pregnenolona, pregnanolona, progesterona

hidroxilada ta l como 2 ot, 6 <* , 6/5, 7, 8 , 9, 11<* , 11/9, 12 4 »

14, 15 4 y 15/9-h idroxiprogesterona; progesterona halogeneda t a l  

como 21-cloroprogesterona; aldosterona, corticostarona, 11-deso - 

x icortieosteroña; 174 -h id ro x i-  11-desoxioorticosterona (compues- 

85 to S de R e ich ste in ); hidrocortisona (compuesto F ) ; y lo s  esteres

de lo s  mismos, particularmente lo s  esteres de ácido carbox ílico , 

ta l como los esteres de ácido graso (por ejemplo, acetato, p m -  

pionato y bu tirato ) y lo s  esteres de ácido aromático (p* e j*  

benzoato y naftoato )* S in  embargo, como se ha indicado antes, aun- 

30 que lo s  m ateriales de partida  preferidos son asteroides de la  se -
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r í e  pregnano, e l  procedimiento de esta invención es de carácter 

general que puede emplearse para h id ro x ila r  en posición 16es­

otras clases de estero ides ta le s  como los  de la  se rie  androstano, 

por ajenólo ¿1 4-androsteno-3,17-diona y testosterona*

Entre los esteroides formados por e l  procedimiento de esta  

invención están lo s  16d -h idroxiderivados de la  se r le  pregnano, 

preferiblem ente lo s  de lo s  16 ot -h id rox i-3 ,20 -d icetoestero ides  

de la  serie  pregnano. Son ejemplos de productos resu ltantes de 

la  se rle  16 ck -hidroxipregnano; 16<=( -h idroxiprogesteronaj lo s  

16 ot -h idroxiderivados de progesterona h id rox ilada ; lo s  16o f- 

hidroxiderivados de progesterona halogenada; 16o í-h id rox l-a ld o s - 

terone; 16 <* -h id rox i cor ticos tero na; 16 ©( -h id rox i-1 1 -d esox ico rti- 

costerona; 16 ei , 17oí -d ih id ro x i-ll-d e so x ico rt ic o ste ro n a ; 16<*« 

hidroxi-h idrocortisona, y lo s  esteres de lo s  mismos* S i se h i -  

drox ila  un asteroide de la  se rie  androstano, se forma tambión e l  

16 ai —hidroxiderivado, segdn se i lu s t ra  por l a  16«í -h id ro x i-  Á * -  

androsteno-3,17-diona y 16 <?(-h id rox i tes tos te roña*

Como se ha dicho anteriormente, lo s  productos f in a le s  p re fe ­

ridos son lo s  16 «t-h id rox i-3 ,20 -d iceto  derivados de l a  se rie  preg­

nano que pueden representarse por la  sigu iente fórmula general*

4
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donde la  posición 4,5 representa un doble enlace o saturado  

(ae p re fie ren  lo s  asteroides con doble enlace 4 ,5 } y donde Z 

es hidrógeno o al -h id ro x i; e T es hidrógeno, h idroxi, halógeno 

o e l grupo B0, en e l  que B es un rad ica l a c llo  t a l  como un r a -  

5 d ic a l de ácido graso (por ejemplo, a c e t ilo , p rop ion ilo , benzoí- 

lo  y n a fto íl©  ) o un rad ica l hldrocarbonado t a l  como un rad ica l 

a lqu ilo  (p. e j .  m etilo, e t i lo  y b u t ilo ) o un ra d ic a l a ra lqu llo  

(p.. e j .  bencilo y fe n e t i lo ) .

Los microorganismos ó t i le s  para este procedimiento compren­

do den c iertos Streptomyces. Son representativos de lo s  Streptomy- 

ces que se pueden emplear como oxidantes m lcrob lo lóg lcos:

S. reseoehromogenus. 3. v i r l d i s , S . o livaceus y Streptomyces 

argénteolus ATCC 11.009. Streptomyces argénteolus es una nuera 

especie de microorganismo que, cuando se desa rro lla  sobre agar,

15 tiene h ifas  regetativas maduras cuyo diámetro varía  desde 0,9

a 1,8 mlcrones. 11 m icelio aóreo es h ia lin o  observado a l  micros­

copio, generalmente ram ificado, sin  formar r is o s  n i e sp ira le s .

Los filamentos individuales raremente son septados (d iv id id o s ) 

o no lo  son en absoluto. £1 co lor de la s  colonias cuando se ob- 

20 servan sobre agar s in  aumento es blanco a g r is  gaviota c laro  

(Bidgway p íate L I I I  1 0 f). Las esporas son de forma que varía  

entre oval y oblonga. Las esporas maduras tienen un diámetro que 

varía  desde 1,0 a 1,8 micrones y una longitud entre 1,0 y 1,8 mi- 

cronas. Las esporas individuales son incoloras en la  madurez pe- 

25 ro en masa aparecen de color entre blanco y g r is  cuando se obser­

van s in  aumento (Bidgway p íate  L I I I  1 0 f).

£1 microorganismo licuad la  ge la tin a , peptoniza la  leche a l  

tornasol, reduce lo s  n itratos a n it r ito s  y produce ácido su lfh í­

drico  cuando se d e sa rro lla  sobre agar de h ie rro  K lig le r .  No p ro - 

50 duce indol cuando se d esa rro lla  sobre agar triptona. Se d esa rro lla

-  5 -
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sobre medios que contengan su lfato  amónico o n itrato  abdico 

o esparraguina o trlptofano como tínica fuente de nitrógeno 

{medio basa l: KHgP04> 8,38 gr. ; KgHP04, 5,65 g r . ; MgSO^TH^O, 

r  ltO g r .;  CuS04.5Hg0, 0,0064 g r . ; FeSC^THgO, 0,0011 g r . ; Mnfí04*

5 4H8°* ° * 0079 S**> 2nS04.7Hg0, 0,0015 g r . ; agar {D ife o },  15 g r . ;

glucosa, 10 g r . ; agua hasta 1 l i t r o ;  pH ajustado a 6,8}•  Cuando 

se u t i l iz a  e l  miam» medio basa l s in  carbohidrato pero con 

0,106 g r . de N [[como(NH4 ) gS04*J no se obtiene d e sa rro llo . Xa  

adición de los siguientes azucares (a  10 g r . / l . }  soporta e l  

¿0 d e sa rro llo ; arabinosa, reniñóse, glucosa, galactosa, fructosa,

mañosa, lactosa , maltosa, dextrina, almidón, g l ie e r o l ,  manitol, 

sa lic in a . No se observa desarro llo  cuando se añade a l  medio ba­

s a l sacarosa, ra fin osa , sorbosa, s o rb ito l o in o s ito l.  E l aceta­

to sódico y e l  c itra to  sódico soportan e l  d esarro llo  cuando se 

¿5 añaden a l  medio basa l, pero e l  ta rtreto  sódico no»

Streptomyces grlseus es la  especie mós estrechamente r e la ­

cionada con Streetorayees argenteolus. Desde e l  punto de v is ta  

m orfológico, Streptomyces argénteolus se asemeja a Streptomyces 

grlseus en su producción de esporoforoa que son rectos, flexu o - 

20 sos o fascicu lados (en tufos o mechones)» E l co lor de la s  espo­

ras de Streptomyces grlseus es verde agua; e l  de Streptomyces 

arganteolus es g r is  gaviota c la ro . F isiológicam ente, lo s  c u lt i ­

vos se d iferencian  segtín se indica en la  sigu iente  tabXa»

85
S» argenteolus S» g rlseus 4 W

(cepa Estreptomicina)

Color de espora G ris gaviota c la ro  Verde agua
U t iliz a c ió n  de Adonitol - ,  trehalosa í  Adonitol 4-, trehalosa->

carbono Acetato Na 4 acetato Ha4
Producción de M 8488, an tib ió ticos  soihi Estreptomicina
an tib ió tico  b les en BuOH

Sensib ilidad  fago Resistente Sensible

30
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La acción de lo s  enzimas de estos microorganismos para 

producir derivados Titiles de estero ides puede u t i liz a rs e  bien  

sea incluyendo e l esteroide en un cu ltivo  aórobico d e l micro­

organismo, ó bien poniendo juntos, en un medio acuoso, e l es­

tero ide, a ire  y enzimas de cé lu las no -p ro life ran tes  de l micro­

organismo. A s í, por ejemplo, cuando se suplemento con progeste­

ro  na, un cu ltivo  d e l microorganismo forma e l  16 e(.-h idroxiderlva­

do t it i l  d e l mismo, segiín se a p l i c a  en la  patente de E.ü* Htím. 

2.709.705. Análogamente, la  acción de lo s  organismos sobre 

desozicortlcosterona da e l  16o (-h idraxiderivado.

S i general, la s  condiciones de cu ltivo  de S.treptomyces para  

lo s  fin es  de esta invención son (excepto para la  inclusión  del 

esteroide que se ha de convertir) la s  mismas que para e l  c u lt i ­

vo de varios Streptomyoes para la  producción de an tib ió tico s  y/o 

vitamina B-^g, es dec ir, e l  microorganismo se d esa rro lla  ae rób i-  

cemente en contacto con (en o sobre) un medio de fermentación 

adecuado* Un medio adecuado comprende esencialmente una fuente 

de factores nitrogenados y promotores d e l d e sa rro llo , y una 

fuente asim ilab le  de carbono y energía* Esta última puede se r  

un carbohidrato y/o e l esteroide mismo. Sin embargo, p re fe r i ­

blemente e l medio contiene una fuente asim ilab le  de carbono y 

energía además d e l estero ide ; y preferiblem ente temblón, esta  

fuente es, por lo  menos en parte sustancia l, un miembro de l gru­

po constituido por ( l )  ácidos grasos que tienen por lo  menos 14 

átomos de carbono y (2 ) grasas. E l uso de una fuente l íp id a  de 

carbono y energía de esta naturaleza (especialmente un aceite  

graso) es ventajoso porque favorece la  d ispon ib ilidad  d e l e s te -  

rolde para conversión.

Los m ateriales de la  fuente de nitrógeno pueden ser orgá­

nicos (por ejemplo, harina de so ja , líqu ido  de maeeración del

• * I
2 9870
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maíz, eartraoto de carne y/o so lubles de d e s t ile r ía s ) o s in té t i­

cos (es d ec iry compuestos de sustancias organices e Inorgánicas 

se n c illa s , s in te t lzab le s , ta le s  como sa les  amónicas, n itratos  

a lca lin o s , aminoácidos, urea o t io u re a ).

5 En cuanto se re f ie re  a l  m ateria l que s irv e  como fuente de

energía, se p re fie ren  los líp id o s , especialmente ( 1) ácidos gra­

sos que tienen por lo  menos 14 átomos de carbono ( 2)  grasas o 

(3 ) mezclas de lo s  mismos» Ejemplos de ta le s  grasas son aceite  

de manteca de cerdo, aceite  de so ja , aceite de lin aza , asa lte  

10 de sem illa  de algodón, aceite de cacahuete, sebo de cordero,

aceite de esperma, aceite  de o liv a , t r ie s tea rin a , tripa lm ltin a , 

tr io le ín a  y tr ila u re ín a ; y entre lo s  ácidos grasos que pueden 

citarse  figuran  e l  esteárico , palm ítieo, o lá ic o , lin o le ic o  y mi- 

r ís t ic o »

15 Pueden emplearse también otros m ateriales carbonados» Por

ejemplo: g lic e ro l,  glucosa, fructosa, sacarosa, lac to sa , malto­

sa, dextrinas, almidones, suero, e tc », son fuentes adecuadas de 

carbono» Estos m ateriales pueden emplearse bien sea en estado 

puro o como concentrados; por ejemplo concentrado de suero, s a l ­

go vada de maíz, trigo  o cebada, o mezclas de lo s  mismos» Sin em­

bargo, hay que advertir que e l  astero ide se añade a l  medio de 

fermentación esencialmente en calidad de precursor y no como 

fuente de energía»

Los medios pueden contener otros precursores además de lo s  

S5 estero ides para obtener otros productos va lio so s , por ejemplo,

puede in c lu irse  una fuente de cobalto asim ilab le  cuando se desee 

una vitamina B-18, y entonces e l  subproducto se recupera por lo s  

métodos corrientes»

Loa sigu ientes ejemplos son ilu s tra t iv o s  de l a  Invención:

- 8
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Conversión de progesterona en 16 <(-hldroxiprogesterona  

ñor fermentación con Streptomyces argenteolus ATOO 11*009

Se prepara un medio acuoso de la  siguiente composición:

5 Aceite de s o j a ........................................................ . .  mi* 8,8

Progesterona ............ ........... . . . . . . . .  g r • 0,85

Harina de s o j a .......... g r . 30

Co(N03 ) 2*6H g0 ............................................................... g r . 0,005

Agua  ............................................. ........................ l i t r o  1

10 Se d istribuyen  porciones de 100 mi. de l medio en matraces

Erlenmayer de 500 mi. y se tapan los matraces con algodón y se 

e s te r iliz a n  de la  manera corriente (en au toc lave )• Despuós de 

f r io s ,  cada uno de lo s  matraces se inocula con 2 de un inocu- 

lum vegetativo de Streptomyces argenteolus AICC 11*009 que se 

15 ha desarro llado  durante 48-75 horas sobre un medio de glucosa, 

harina de so ja , y lo s  matraces se mantienen a 25c C. y se a g i­

tan mecánicamente. Despuós de tres días de incubación, e l  medio 

tiene un pH de aproximadamente 6 ,3 ; un contenido de vitamina 

B-18 de aproximadamente 0,15 microgramos/ml.; un contenido de 

20 progesterona de, aproximadamente 106 microgramos/ml., y un con­

tenido de 16«>C-hidroxiprogesterona de 115 microgramos/ml., apro­

ximadamente. La presencia y la  cantidad de 16o(-h idroxiprogeste- 

rona y progesterona sin  oxidar se determina extrayendo la  mues­

tra  con cloroformo, separando e l  compuesto oxidado de la  proges- 

25 terona u tilizando  e l  mótodo crornatogrófico de reparto en papel

de f i l t r o  de Zaffaron i (Science I I I ,  6, 1950, sistema propileno- 

g lico l-to lu en o ) y determinando l a  cantidad de esteroide en cada 

mancha mediante un es pee tro fotómetro de cuarzo (340 m/*)« E l as­

teroide oxidado parece que predomina en e l  f i lt r a d o  exento de 

50 cé lu las, mientras que e l  asteroide no oxidado está asociado con

9
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lee  cé lu las del microorganismo*

La 16oC-hidroxiprogesterona se recupera déL f i l t r a d o  del 

cu ltivo como se describe más adelante.

EJEMPLO 2

(a ) Se prepara un medio acuoso de la  siguiente composición» 

y se d istribuye , se e s t e r i l iz a , y se inocula con 2 $ de un ino­

culara vegetativo de Streptomyces argénteoI ub ATOO 11.009 y se 

incuba como se ha descrito  en e l  Ejemplo 1 :

Aceite de soja ..................... . mi. 2,2
Progesterona.............................. gr. 0,25
Glicina .............................. ....... gr. 2,6
Glutamato ácido de sodio ....................  gr. 2,2
PeS047Hg0...........  ......................  gr. 0,025
ZnSO^.TEgO ........... ......... ............  gr. 0,03
CuSO^• 5HgO ............... ..... . gr. 0,012
Co (EO3)g.0HgO ...............................  gr. 0,005
MhSO^.dHgO •»»»••»••..«•«..•»........ gr. 0,016
CaClg.2HgO ............. ................. . gr. 0,05
MgS04.7Hg0 ........... ...................... gr. 0,5
KgHPO^.SQgO .................................. gr. 0,5
A g u a ..... ....... ............ ........... . litros 1

(b ) A l cabo de 3 d ías  de incubación, se reúne e l  medio sin  

f i l t r a r  procedente de 700 matraces, y se centrifuga. E l líqu ido  

claro  se extrae con 13 porciones de 4 l i t r o s  de cloroformo. E l 

extracto clorofórm ico se evapora a sequedad en vacío , y e l  r e s i ­

duo (unos 31 g r . )  se mezcla con 400 mi. de metanol a l  80j£) • La 

suspensión resultante se extrae con 7 porciones de 400 mi. de 

hexano (que elim ina todos los líp id o s  y deja lo s  astero ides o x i­

dados prácticamente puros en la  fase metanol acuoso). Se evapora 

l a  fase metanol acuoso, dejando unos 8,7 g r . de una mezcla semi-

-10 -
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c r is ta lin a ; esta mezcla ae disuelve en 50 mi* de cloroformo y 

50 mi* de benceno y se cromatografía sobre una columna j[7 cm* 

de diámetro) que contiene 800 g r. de una mezcla de volúmenes
« -

igua les  de s i lic a to  de magnesio 7 un agente a u x ilia r  de f i l t r a ­

5 ción (p . e j .  C e l i t e ) ; 7 luego la  columna (X) se lava  con una 

mezcla de volúmenes iguales de cloroformo 7 benceno* Primera­

10

mente se e lu7e progesterona re s id u a l, seguida de una pequeña 

fracción  de m aterial c r is ta lin o  (?) 7 luego d e l producto p rin ­

c ip a l de la  fermentación, 16o(-h ldroxiprogeaterona, que se re ­

cupera d e l eluato por evaporación de lo s  disolventes 7 c r i s t a l !  

zando luego desde acetona*

La 16ot-hidroxiprogesterona forma c r is ta le s  hexagonales

15

que funden a 225-226c C. Da una coloración azul con solución de 

yodo y KI sobre papel de f i l t r o  £oC]]D83 *  158fi» (®» ° * 38 ®a 

cloroform o). U .7. :

SO

\  239 m/* max. *

(e »  17.000). I . R . :

*\ HUjol 
A  max. 3»0

(h id r o x i lo ) ; 5 ,90/t(20 -ceto ); 6, 0í^4*y 6, 20/ ^ (3- 001» -  A 4*5) * Su 

a n á lis is  (G, 76,61; H, 9,56) está en buena concordancia con el.

85

calculado para C^Hg^Og.

La acetllac ión  de le  16o< -hidroxiprogesterona con anhídri­

do acátlco 7 p ir id ln a  da un mono acetato que, por c r is t a l iz a ­

ción de acetona 7 hexano, funde a 134-5® C. y tiene un 4 

107® C. y da la s  sigu ientes c ifra s  en e l a n á l is is :  C, 73,65;

H, 8,61 7 acetilo  11,63. Pueden obtenerse de un modo análogo 

esteres de la  I 60C-hidroxiprogesterona con otros ácidos orgáni­

30 cos (p . e¿. ácido benzólco).

-11 -
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SI m aterial c r is ta lin o  Y obtenido a p a r t ir  d e l segundo 

. eluato por evaporación del disolvente y c r is ta liz a c ió n  rep e t i­

da de acetona funde a 199-200®C. y tiene las  c a ra c te r ís t ic a »  

sigu ientes:(<jí] d8s 4 90,5®, (C, 0,82 en cloroform o)* U*V*:

5

) alo* 284m u 
A  máx* f

(e  m 65)* A n á lis is : C, 76,12; H, 9,73 (que concuerda bien con 

e l  calculado para producto representa 1 6 -h id ro x i-

^  pregnano-3,S0-diona* Puede convertirse en su acetato (o en otro

este r) de la  misma manera que la  16 oí -h ldroxiprogesterana*

Una nueva elución de l a  columna X de s ilic a to -agen te  auxi­

l i a r  de f i lt r a c ió n  con cloroformo puro da una cantidad ad ic iona l 

de 16 ©< -h idroxipro  gestero na. La columna se eluye despuós nueva-

_ _ mente con una mezcla de 3 partes de cloroformo y una parte de15
acetona; y e l  disolvente se elimina de este eluato por evapora­

ción crista lizando  e l  residuo de acetona* S I producto funde a 

215,5-216,5® C* y tiene las  sigu ientes c a rac te r ís t ic a s  :p f j1)24-39c 

(c lo ro form o); U .Y .,

A ¡S x * . 24

(e  *  14*400)* Su a n á lis is  (C, 73,09; H, 6, 68} concuerda bien con 

e l  calculado para C21% 0° 4* Se supone que e l  producto e s  una 

d ih id rox i progesterona con uno de los grupos b id rox i en posición  

16.
25 ¿¿TEMPLO 3

Se rep ite  e l  Ejemplo 1, empleando un medio de l a  siguiente  

composición:

- 12 -
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Aceito de s o j a ...................................................  mi* 8,8

Progesterona . . . . . . . . . . . . . . . . .......................    g r. 0,25

Levadura de cerveza seca .............................. .. g r. 25,0

Co (!T0g} g • 6HgO............................................................. g r . 0,005

5 Agua ............................................. ............................. l i t r o s  1

Después de 2 d ías de incubación, e l  medio tiene un pH de 

aproximadamente 5,5, un contenido de vitamina B-12 de aproxima*» 

demente 0,20 mi ero gramos/tal* y un contenido de 16c<—hidroxiproges- 

terona de aproximadamente 130 micr ogramos/mi* (aproximadamente 

180 microgramos/ml. en e l f i lt ra d o  de c u lt iv o ).

EJMPLO 4

15

20

Se rep ite  e l  Ejemplo 1, empleando un medio de la  sigu iente  

composición;

Aceite de so ja  ...........................................................

P ro ge ste ro n a ...............................................................

° ° < H° s > s '6He ° .............................................................
Líquido de maeeración del maíz (neutralizado a 
pH7) ....................................... .....................................

CaCO, .............................................................................ó
Agua ................................................... ........... .

. mi. 8,8

► gr. 0,25

> g r. 0,005

gr. 40

• gr. 5

l i t r o s 1

Después de 3 días de incubación, e l  medio tiene un pH de 6,5, 

aproximadamente; un contenido de vitamina B^g de 0,21 mierogramos/ 

£5 m i., aproximadamente y un contenido de 16¿j<-hidroxiprogesterona

de 95 microgramos/ml., aproximadamente (unos 85 micro gramos /mi. en 

e l  f i l t r a d o  de c u lt iv o ).

Por incubación durante 4 días, aumentan de modo notable tan­

to e l contenido de vitamina B-12 como e l de 16«( -hidroxiprogeBtero_ 

30 na del medio. A sí, a l ampliar la incubación del ejemplo 5 hasta 4

- 13
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d ías , contenido de vitamina B-12 sube a 0,43 microgramos/núL. 

y e l  contenido de 164 -h idroxiprogesterona a 150 microgramos/ml. 

(140 microgramos/ml. en e l  f i lt ra d o  de c u lt iv o ).

En algunos casos, puede conseguirse un nuevo incremento 

en e l  t ítu lo  por nueva ampliación del periodo de incubación.

A sí, por ejemplo, alargando l a  Incubación indieada en e l  ejem­

plo 4, hasta un periodo de 7 d ías , aumenta e l  contenido de 

16o( -h idroxiprogesterona a 180 microgramos/ml. (175 microgra­

mos/ml. en e l  f i l t r a d o  de c u lt iv o ).

En los ejemplos indicados a rr ib a , e l  precursor esteroide  

es progesterona; pero otros precursores estero ides pueden con­

v e rt irse  en derivados asteroides ¿ t i le s ,  segón se exp lica  por 

los sigu ientes ejemplos.

EJMPLO 5

Conversión á e l acetato d e l compuesto 8 en su derivado ox i­

dado por fermentación con Streptomyces argenteoulus ATOO 11.009.

(a ) Se agregan 3 g r . de aoetato del eompuesto S sobre 15 

l i t r o s  de un medio de aceite de so ja  que tiene la  siguiente com­

posición :

Glicina ........................................................... . gr. 2,6

Glutamato ócido de sodio ....................................gr. 2,2

MgS04.7B20 ...........................................................  gr. 0,5

KgHPO .̂SBgO ......................................................... gr. 0,5

ZnS04.7Hg0............................................................. gr. 0,03

MhS04.4Hg0 ...........................................................  gr. 0,016

CuSO^.SHgO............................................................. gr. 0,012

EeS04.7H20 ............................................................ gr. 0,025

CaClg.EgO........... ...................................................  gr- 0,05
Aceite de soja ....................... ............................. gr. 2,2
A gua.......................................................................  lit ro  1

14 -
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V

Se inocule después e l  medio con S tren to raye es argenteolus 

ATCC 11.009 7 se incuba en un matraz de ag itac ión  segón se ha 

descrito  anteriormente, durante 4 d ías . KL inedio sin  f i l t r a r  

se extrae con tres  porciones de 15 l i t r o s  de cloroformo 7 e l  

5 disolvente se evapora d e l extracto . E l residuo se disuelve en

4 l i t r o s  de benceno 7 la  solución bencanica (W) se extrae ocho 

veces con porciones de 8 l i t r o s  de agua* La fase acuosa (Z ) se 

extrae después con 6,4 l i t r o s  de benceno (extracto W’ ) ;  lo s  

extractos bencénicos f  y I ’ se reúnen, se separa e l benceno por 

10 evaporación 7 e l  residuo se r e c r is t a liz a  de alcohol, resu ltan ­

do aproximadamente 1,1 g r. de acetato d e l compuesto S bruto re ­

cuperado.

(b ) la  fase acuosa Z se extrae con cloroformo; se evapora 

e l cloroformo separándole d e l extracto, 7 e l  residuo se d isu e l-  

15 ve en alcohol ca lien te  de 95#. Por reposo, se forma un p rec ip i­

tado. El producto funde a unos 208-215eC. Resulta una cantidad 

adicional d e l producto a l  evaporar la s  aguas madres hasta voló*- 

man mitad. La re c r is ta liz a c ió n  repetida de etanol da e l  produc­

to en forma de placas ca rac te ríst icas  de forma de rombo, que 

20 funde a unos 224-227® C. La acetilac ión  d e l producto en p i r id i -

na-anhídrido acético da agujas que funden a 209-211® C.|ó(]D2s-58fl 

(0 ,55 #  en c loroform o}. A n á lis is : C, 67,5; H, 8,08. E l producto 

parece estar constituido por un hidroxiderivado de l compuesto S.

EJEMPLO 6 
25

Conversión de acetato de desoxicortlcosterona en 18o<-hidro- 

x l-desox i-cortlcosterona por fermentación con Streptontees argen- 

teolus ATCC 11.009.

Se incorpora 1 g r . de acetato de desoxicortiscoterona en 5

l i t r o s  de l medio de aceite de so ja  que se ha descrito  en e l  BJem- 
30
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pío 5 y se inocula y se incuba dicho medio como se ha descrito  

en e l  mencionado ejemplo, durante 5 d ías* S I medio sin  f i l t r a r  

se extrae con tre s  porciones de 5 l i t r o s  de cloroformo, e l  d i­

solvente se evapora d e l extracto y e l  residuo se reparte entre 

benceno y agua* Por pu rificac ión  posterio r, la  fase acuosa da un 

derivado oxidado de desoxicorticosterona, segiín se observa por 

la  movilidad en la  cromatografía de reparto en papel de f i l t r o ,  

utilizando lo s  raótodos de Zaffaron i*

£1 gramo de acetato de desoxicorticosterona citado da 

685 mg*, aproximadamente, de esteroides brutos* La cromatogra­

f í a  sobre 17 gr. de ge l de s í l ic e  da en los eluatos de benceno- 

cloroformo 1 :1, cloroformo y 5# de acetona en cLoroformo un ma­

t e r ia l  amorfo* La elución con 10 $ de acetona en cloroformo pro­

porciona una fracción  c r is ta lin a  (aproximadamente 130 mg*) a par­

t i r  de la  cual se a ís la  16 ai -h id ro x i-ll-d e so x ico rt ico ste ro n a  pu­

ra, que tiene la  fórmula de estructura

SO

CELOH

con un rendimiento aproximadamente de 4# (calcu lado sobre e l  ma­

t e r ia l  de p a rt id a ). P* de f*  208-803® c * í| o ( ] i )23 + 130® (C, 0,40 

en cloroform o)* Su espectro in fra rro jo  es idóntico a l  de una 

muestra preparada por fermentación con S* roseodromogenus (Waka- 

man No.3689) (ver ejemplo 14)*

16
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La elución subsiguiente ele le  columna con acetona en clo~  

roformo a l  20 #  da unos 150 mg. de m aterial que, después de c r is ­

ta lizac ión  repetida de acetona funde a 215-217° C. ■ - M 0SS *  * * •  

(c , 0,23 en cloroform o). No hay absorción a 240 m^

X *>9y
(OH), 5,88yt¿ (ce to -ca rbo n ilo ).

La sustancia probablemente representa 4 ,5 -d ih idro -16o<- 

h id rox i-ll-d esox ico rtico ste ron a , que tiene l a  fórmula de estruc­

tura

CH OH 
t *
CO

Se acetilan  10 mg. de este m aterial con p irid ina -ahh íd rido  acó- 

tico . E l producto de acetilec ión  resu ltante despuós de c r i s t a l i ­

no zación desde óter-hexano funde a 130-132° C. y t i e n e + 55° 

(c , 0,36 en cloroform o). A n á l is is : Calculado para CggHggOg* c » 

69,42; H, 8,39. Encontrado: C, 68,96; H, 8,46.

EJEMPLO 7

Conversión de oregenenolona en su derivado oxidado por fe r ­

mentación con Strentomyces argentaolus ATOO 11.009.

Se incorporan 100 mg. de pregnenolona en 500 mi. d e l medio 

de aceite de so ja  descrito  en e l  Ejemplo 5 y se Inocula e incuba 

dicho medio según se ha descrito  en e l  mencionado ejemplo» durante 

3 d ía s . E l medio sin  f i l t r a r  se extrae una vez con 500 mi. de

- 17 -
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cloroformo y luego con 250 mi. Se l mismo diso lvente, y e l extrac­

to se tra ta  después dando una mezcle de derivados oxidados de 

pregnenolona; probablemente 16o<-hidroxiprogesterona y proges- 

terona {tomando como base la  cromatografía de reparto sobre pa­

pel de f i l t r o ) .

EJEMPLO 8

Conversión de andróstenodiona en 16o< -h id ro x i-¿ l4-andos- 

trano-3»17-diona cor fermentación con Streotomyces argénteolus 

ATCC 11.009.

Siguiendo e l  procedimiento del Ejemplo 5, sustituyendo e l  

acetato del compuesto S porZ\^-androsteno-3,17-diona, se obtiene 

16o(-hidroxi-,Z\4!-androsteno-3,17-diona, que tiene la  form ulada  

estructura

Su espectro in fra rro jo  es idéntico a l  de la  muestra preparada por 

fermentación con S. roseochromogenus* (Weksman No*3689) (v e r Ejem­

plo 17).

En lo s  ejemplos entes indicados, e l  asteroide se incluye en 

e l  medio de fermentación antes de inoculación con e l m icroorganis­

mo; pero puede añadirse después de le  inoculación, e incluso des­

pués de que ha tenido lugar un desarro llo  sustancia l d e l microor­

ganismo, segón se ac lara  por e l  Ejemplo sigu ien te . Cuando se de­

sea una fase intermedia de oxidación, como por ejemplo progestero- 

na en vez de 1 6 -hidroxiprogesterona, se favorece por un periodo 

de fermentación más breve.

18 -
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Se prepare un medio acuoso de la  sigu iente compos le  ión, y 

se d istribuye , se e s t e r i l iz a ,  se Inocula y se Incuba como se des~ 

c r ib ió  en e l Ejemplo 1:

Harina de s o j a ............ ................................

bliiAnM . . . . . . . __________ ______ ____ . . . . . .

15

10

inapta Aa »n 1a . . . . . . . ____ . . . . . . . . . . . . . . 2

Atnia . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1

Deapuós da incubar durante 1 d ía , se agrega pregnenolona a

cada matraz en la  proporción de 200 m g./ litro  de medio; y deapuóe 

se incuba e l  medio durante 6 horas y e l medio reunido se extrae  

luego con 3 porciones de un l i t r o  de cloroformo. Los extractos  

clorofórm icos reunidos contienen aproximadamente 190 mg* deproges- 

terona*

En lo s  ejemplos indicados anteriormente, e l  asteroide se 

convierte por inclusión  en un cu ltivo  aerobico de l microorganismo; 

pero esta conversión puede rea liza rse  temblón poniendo en contac­

to e l  esteroide y a ire  en tina suspensión acuosa d e l m icroorganis­

mo no-propagador (o juntando e l astero ide, a ire  y enzimas del mi­

croorganismo en un medio acuoso exento de c ó lu la s ), segdn se ac la ­

ra  por e l  ejemplo sigu ien te :

25

30

EJEMPLO 10

E l cu ltivo de 2 d ías de Streptomyces argenteolus ATCG 11*009 

descrito  en e l  Ejemplo 1, se centrifuga ,se  suspende nuevamente en 

agua destilada , se vuelve a cen trifugar y se pone nuevamente en 

suspensión en agua d estilada . Se colocan partes a lícuotas de 4o mi* 

de la  suspensión en matraces Erlenmeyer de 125 m i., se agrega a ca­

da frasco  10 m g./ litro  de un p o lio x ie t ilen o ó te r  de un ester p a rc ia l  

de ócido graso elevado de sorbitan  (por ejemplo Tween) y 200 mg./li-

- 19
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tro  de pregnenolona, y se agitan lo s  matraces (en un agitador 

de Taiván )f a 25e C. durante 24 horas. Le pregnenolona añadida 

se transforma casi cuantitativamente en progesterona que puede 

recuperarse por extracción con cloroformo.

5 Los ejemplos que anteceden u t iliz a n  todos Streptomycea

argénteolus ATCC 11.009 como organismo oxidante. Sin embargof 

pueden u t iliz a rs e  otros organismos, según se exp lica  por los  

ejemplos s igu ien tes i

10

15

20

25

SO

EJEMPLO 11

Conversión de -progesterona en 16o4 -h idroxlprogesterona  

ñor fermentación con Streptomyces roseochromogenus (Waksman No. 

3689).

Se prepara un medio acuoso

«n rta h»r»1 nn da sn1n . . . . ,

de la  siguiente composición

ItftARA ............ ...................... .......... 10,0

i aa 1 ‘ha da aa i «  . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,2

Progesterona .«> 0,5

RnCO ................................................... 2,5
3

A g u a .................................................... 1

E l pH d e l medio se adapta a 7,0* 0 ,1 . Se distribuyen por­

ciones de 100 mi. de l medio en matraces Erlenmeyer de 500 mi. Se 

tapan lo s  matraces con algodón y se e s te r iliz a n  d e l modo usual 

(en autoclave ). Cuando están f r io s ,  se inocula cada utío de lo s  

matraces con 5-10 $ de un inoculum vegetativo de S.roseochroma- 

genus (Waksman No.3689). Se mantienen lo s  matraces a unos 25c C. 

y se agitan mecánicamente. Despuós de 3 d ías de fermentación, se 

junta e l  contenido de 6 matraces, se a c id if ic a  a un pH 4 i  0,2  

con ácido su lfú rico  y se f i l t r a  en un embudo Buchner. 11 caldo  

f i lt r a d o  se extrae con cuatro porciones de 300 mi. de c loro fom o,

- 20
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dando, después de elim inar e l  disolvente en vacío , unos 200 mg* 

de esteroides brutos, que c r is ta liz a n  por reposo* La re c jr is ta li -  

zacién de etanol da unos 30 mg. de 16 -h idroxi-p rogesterona pu­

ra . P* de f .  223-225® *  152® ( o , 0,5 en cloroformo) Indi­

can que es Idéntico con una muestra auténtica por e l  punto de fu -  

sién  mixto y por l a  comparación del espectro in fra rro jo *

EJEMPLO 12

Conversién de progesterona en 16 ot-hidroxlprogesterona por 

fermentaclén con Streptomyces v ir id is  (Waksman No* 3690)

Se sigue e l  procedimiento del Ejemplo 11, sustituyendo 8* 

roseocbroiaogenus por S. v i r id is  (Waksman No*3690). Partiendo de 

300 mg. de progesterona resu ltan  unos 115 mg* de esteroides bru­

tos. La cromatografía sobre 2,3 g r . de alúmina da en e l eluato de

10 #  de cloroformo-90 $> de benceno, 16 oí-hidroxlprogesterona que,

W 23

152® (C, 0,50 en cloroformo)* El rendimiento es aproximadamente 

45 mg* Su espectro in fra rro jo  es Idéntico a l  de una muestra autén­

tica*

EJEMPLO 13

Conversién de progesterona en 16 ot -h idroxiprogesterona por 

fermentaclén con Streptomyces o livaceus (Waksman No*3688)•

Las operaciones de fermentaclén y aislam iento son la s  mis­

mas que en e l  Ejemplo 11, sustituyendo 3. roseoobromogeñus por 

5* o livaceus (Waksman No* 3688).

Un gramo de progesterona da unos 440 mg. de esteroides bru­

tos que c r is ta liz a n  esponténeamente* La re c r is ta liz a c ié n  de ace­

tona da unos 66 mg. que funden a 218-220® C. Este último punto de 

fuslén  se eleva a 225-227® por c r is ta lizac ion es  sucesivas desde e l
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mismo disolvente + 158c (o , 0,645 en cloroform o). El es­

pectro in fra rro jo  de este m aterial es idéntico a l  de una muestra 

auténtica de 16ei-h idroxiprogesterona.

10

15

£0

25

EJEMPLO 14

Converslén de desoxicortloosterona en -16o (-fa .ld roxi-ll-áeso - 

xicortlcosterona por fermentacién oon Strentomyoes roseochromo- 

genus ( Weksman No.5689)•

El medio acuoso es e l  mismo que e l  d e l ejemplo 11, su stitu ­

yendo la  progesterone por 900 mg. de desoxicortlcosterona. La ope- 

raolén  de fermentacién es la  misma que en e l  Ejemplo 11. E l f i l t r a ­

do de cu ltivo  de 18 matraces se reúne y se extrae cuatro veces 

con 900 mi* de cloroformo. La evaporacién d e l cloroformo deja  

unos 690 mg. de asteroides brutos que después de elim inar le  gra­

sa por d istribuc ién  entre 20 mi. de hexano y 20 mi. de metanol 

acuoso a l 80 $>, da unos 630 mg. de asteroide exentos de grasa.

Le c r is ta liz a c ién  repetida desde acetona proporciona unos 220 mg. 

de 16o (-h id rox i-ll-d esox ico rticosteron a  pura que funde a 201-2o3B 

C. *  l s®e (o* 0,39 en cloroform o);

1 a le . E39 a  
A max. f

(e -  18.700) 290 ra^t(e -  148);

1 Nu jo l ^
A  méx.

y2,98yu{0H) ;  5,80^t 120-oe ton a ), 6 ,04^ y 6,07^* ( A 4-3-cetona) •

A n á lis is : Calculado para (3*6,45) 0, 72,88; H, 8,73.

Encontrado: 0, 72,85; H, 8,87.
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10

15

Conversión áe desoxicortlcosterona en 16ot-h idrox l-11 - 

desoxloortlcosterone por fermentación con Streptomyces v lr id le  

(Wakaman No»3690)•

Siguiendo los procedimientos de fermentación y aislamiento  

de l Ejemplo 14 pero sustituyendo S. roseochromogenua por 5 »v lr id ls  

(Waksman No.3690), se obtiene un rendimiento de 34 aproximada­

mente, de 16ck -h id ro x i-ll-d e so x ico rt ico ste ro n a , segón se deter­

mina por comparación cromatográflea en papel cuatitativa  con 1 6 * -  

h id rox i-ll-d e sox i-co rtico ste ron a  en un sistema beneeno-etanol- 

agua.

EJEMPLO 16

Siguiendo e l  procedimiento de fermentación y aislam iento  

d e l Ejemplo 14, se convierte desoxicorticosterona en 16d -h id ro x i-  

11-desoxicortioosterona con rendimiento de 20 36, empleando S.o l i ­

va ce us (Waksman No•3688).

20

25

30

EJ3JPL0 17

Conversión de androstenodlona en 15o<-hldroxlandrostendlona 

(16* -h id r o x l -A 4-androstano-3.17-dlona) por fermentación con 

Streptomyces roseochromogenus»

Utilizando e l  medio y e l  mótodo d e l Ejemplo 1, sustituyendo 

la  progeaterona por androstenodlona, se fermentan 800 mg* de an- 

droetenodiona con S. roseoehromogenus durante 66 horas.

E l caldo f i l t r a d o  se extrae con cloroformo y se a ís lan  apro­

ximadamente 789 mg. de asteroides y l íp id o s . E l producto bruto 

c r is t a l iz a .  Se t r itu ra  con hexano para elim inar lo s  líp id o s . Se 

obtiene 16oí-hidroxiandrostenodiona (unos 200 mg.) por re c r is ta ­

liz a c ió n  desde acetona-óter. P . de f .  185-1872 C »[e l]^  + 194fi

- 23 -
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)  EtOH
Á  máx. 18

(e

839 m

17.000), 300 m^t(e ««1 4 5 ).

) Si!13’01fí
5,78jju t 6 , 0 8 6,22j¿. Este compuesto da positivo  le  reacción  

de Tollen y tembián da p o s it iv a  la  reacción con cloruro de 3 ,4 ,5 - 

t r i fe n i lt e t r a z o lio  en KOH metanólico. Valorando con metaperyodato 

de sodio, se consumen 1,09 moles d e l  reactivo . Esto indica le  pre­

sencia de un grupoc< -c e t a l .  A n á lis is : C^HggOg (508,40 ): C, 75,46; 

H, 8,67. Encontrado: C, 75,68; H, 8,59. Acetato: una solución de 

1 6 o < -h id ro x i-^4-androsteno-3,17-diona (87 mg.) en 1 mi. de p i r i -  

dina seca y 1 mi. de anhídrido acótico se deja en reposo a la  tem­

peratura ambiente durante la  noche. La mezcla se evapora a seque­

dad en vacío y e l  residuo c r is ta lin o  se r e c r is t a l iz o  de e tano l- 

óter. P . de f .  177-1802 C . , {d ]D 4 137a (c , 0,39 en cloroformo) 

A n á lis is : C21H28°4 ( 344»44> C, 73, 88; H, 8,19. Encontrado: C, 

73,58; H, 8,09.

EJEMPLO 18

Siguiendo lo s  procedimientos de fermentación y aislamiento  

del; Ejemplo 17, se convierte androstenodione en 16 oí -h id ro x i-  

A  4-androsteno-3,80-diona por los siguientes microorganismos:

Rendimiento por ciento

5. Olivaceus (Waksman Nb.3688) ...................... .................  <  1

S. v ir id ls  (Waksman No. 3690) ........ .......................... .. 88

24 -
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La testosterona se ha convertido en 16o<-h idroxitestoste- 

rona por fermentación con S. rosechromogenus, S. v i r i d l s , y S . 

olivaceua»

Pueden usarse para los fin es  de esta invención otros me- 

5 dios d istin tos de los explicados en lo s  Ejemplos anteriores. Co­

mo es natu ra ly e l  únioo requ is ito  es que sean medios que sopor­

ten e l  desarro llo  oxidante de Streptomyces. El contenido de v i ­

tamina B-12 d e l medio puede recuperarse por lo s  procedimientos 

corrientes para recuperación a p a rt ir  de Sstreptomyces. Eay que 

10 mantener un suministro adecuado de a ire  (e s t é r i l )  durante l a  fe r ­

mentación, que puede hacerse de la  manera corriente para r e a l i ­

zar la s  fermentaciones oxidantes, es d ec ir, exponiendo una gran 

superfic ie  d e l medio a la  acción de l a ire  o por cu ltivo  aireado  

sumergido. El tiempo de incubación puede determinar e l  grado de 

15 oxidación. A sí, por ejemplo, le  pregnenolona parece que se oxida  

primero a progesterona y, por incubación posterio r, esta última 

se convierte en 16 c< -h idroxiprogesteroña. La incubación puede de­

tenerse, como es natural, en un momento en que e l  medio contenga 

la  concentración máxima de progesterona, s i  es este e l  producto 

£0 que se busca.

La 16o(-hidroxi-desoxicorticosterona producida en lo s  ejem­

plos 6, 14, 15 y 16 puede convertirse en su correspondiente es­

ta r  de ácido carboxílioo  sellando según se exp lica  en lo s  ejem­

plos s igu ien tes:

85 EJEMPLO 19

Dlacetato de 16 o<-hidroxi-desoxicorticosterona

Se prepara e l  d iacetato dé 1 6 d -h ld rox i-ll-d e sox ico rt icoa -  

terona tratando 10 mg. de dicho m aterial con p ir ld in a  y anhídrido 

acético* La reo r is ta liz a c ió n  d e l  producto de acetilac ión  bruto

-25 -



1052 (o , 0,46 en cloroform o). A n á lis is : calculado para:

Se disuelven 166 mg. de 16o (.-h idroxi-ll-desoxicorticosterona  

en 2 mi. de p ir id ln a  seca, se en fr ía  a 52 C. y se hace reaccionar 

con 80 mg. de c loruro de banzoilo (equivalentes 1:1) en 8 mi. de 

cloroformo. La mezcla se deja en reposo durante l a  noche en una 

nevera. E l exceso de cloruro de benzoílo se destruye con h ie lo  y, 

despuás de d i lu ir  con cloroformo, se lava la  solución resu ltante  

con ácido c lo rh íd rico  d ilu ido , bicarbonato sódico d ilu id o  y f in a l ­

mente con agua. La evaporación de l cloroformo en vacío deja unos 

815 mg. de una mezcla constituida principalmente por e l  21-benzoa­

to deseado, a s í como pequeñas cantidades de m ateriales de partida  

Inalterados y de su dibenzoato. Para elim inar e l  m aterial de par­

tida  inalterado , se disuelve la  to ta lidad  de la  mezcla en 10 mi. 

de dlozano y se añaden 200 mg. de HIO^.SHgO en 2 mi. de agua. Des- 

puás de reposo durante la  noche, se destruye e l  exceso de HIO^ por 

adición de unas gotas de g lic e r ln a , l e  mezcla se recoge en 40 mi. 

de cloroformo y se separa la  capa acuosa. La capa cloroform o- 

dlozano se extrae con una solución saturada de bicarbonato sódico, 

se lava con agua, se seca sobre su lfa to  sódico y se evapora a se ­

quedad en vacío. E l residuo (unos 187 mg.) desrpuás de r e c r i s t a l i -  

zaclón de acetona-áter da e l 2l-benzoato puro, p . de f .  210-212eC .; 

L<3D 4 1292 (c «= 0,325 en cloroform o).

lado para C88H3405 (450,55 ): 0, 74,64; H, 7,61. Encontrado: C,

(430,52): Ct 69,74: H, 7,96. Encontrado: C, 69,53; E, 8,25.

EJEMPLO 20

81-mono-benzoato de 1 6 -h idrox i-desox lcortlcosterona

74,43; H, 7,81. - 26 -
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EJEMPLO 21

21 •‘mono-acetato de 16c^-hidroxi-clesoxicorticoBterona  

Sobre una solución de 270 mg* de 16 < < -h id ro x i-ll-d e so x i-  

corticosterona en 5 mi* de p ir ld ln o  seca» se agregan 125 mg. de 

anhídrido acético en 5 mi* de p irid in a* Después de reposo a l a  

temperatura ambiente durante 4 horas se evapora l a  mezcla a se­

quedad en vacío dejando un residuo que pesa unos 407 mg» Este 

residuo está constituido principalmente por e l  16o( -h id ro x i-  

desoxicorticoaterona-2l-a ce ta to  deseado £ ¿i 4-pregneno-l& (, 21-  

d io l-3 ,20 -d iona 2 l-aceteto ]] contaminado por algo de m ateria l de 

partida inalterado y algo de 16 2l-diacetato*. Para elim inar 

e l m aterial de partida inalterado, se disuelve la  mezcla en 15 mi. 

de dlozano y se ozida con 450 mg* del HIO^.SH^O en 5 mi* de agua* 

Después de 12 horas a la  temperatura ambiente, se destruye e l  ex­

ceso de áoido peryodico con unas pocas gotas da g lic e r in e  y la  

solución se diluye con un volómen igu a l de cloroformo* La capa 

aouosa se separa y e l c lo  roforrao-d lozano se lava con bicarbonato  

saturado y con agua. Después de evaporación de lo s  d iso lven tes, 

se obtienen unos 294 mg* de acetatos c r is ta lin o s *

Una pequeña muestra de l a  mezcla an terio r de 21-monoacetato 

y de 1 6 «l, 21-d iacetato  se r e c r is ta llz a  tras  veces de acetona- 

hexano y da a l  monoacetato, p* de f* 206-208,5e +112° (c ,«*

0,31 en cloroform o);

etanol ___
/\móx. 259 m/ t

(e  — 18*200). A n á lis is : calculado pare C2^ZZ°5  (388>49) í c » 7l f l °  

H, 8,30* Encontrado: C, 71,30; E, 8,17*

Pueda oxidarse 16«*.-hidroxiprogesterona por medio de un As- 

p e rg ll lu s , según se exp lica  en la so lic itud  de patente de E.U* de 

Frled y colaboradores, No• de Serie 296*256, depositada e l  28 da

- 27
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jun io  da 1952, y los productos oxigenados a s í obtenidos pueden 

tratarse  después para formar los astero ides conocidos: alopregna- 

no-3f6 ,20 -triona (s i  e l  hongo es A snerg illu s  n idu lans) y pregnano 

3,11 ,20-triona ( 11-ceto  pregnanodiona) (s i  e l  hongo es A sperg illu s  

n ig e r ) , como se ezp liea  con més d e ta lle  por e l  siguiente esquema:

00

co

CrO 
-— ->

00

f s
co

- 28 -
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6 ft,16 «^-dihidroxlprogesterona (I )  por farmentación de 

16 oC-hidroxinroaesterona oon Asperglllua nidulana.

Se prepare un medio acuoso de l a  siguiente composición:

Sólidos de l ic o r  de maceración de maiz . . . . . . . . . . . . . .  g r . 3,0

NH4H2P° 4 ................................................................................... g r . 3,0

CaC0_ ..................................................................................... . . g r .  8,53
Aceite de s o j a ............ . ........... ...................... . ..................... gr. 8,2

16e<. -h id rox ip rogeste ron a .....................   . . . . g r .  0,3

Agua ................................................. ............. * ........... .. l i t r o s  1

E l pH d e l medio se ajusta a 7,0 0 ,1 . Se distribuyen por­

ciones de 100 mi. del medio en matraces Erlenmeyer de 500 m i., 

y lo s  matraces se tapan con algodón y se e s te r i liz a n  de la  manera 

usual (en au toc lave )• Cuando estón f r ío s »  se Inocula cada uno de 

lo s  matraces con 5-10 de un inoculara vegetativo de A snerg illu s  

nldulans. que se ha desarro llado  durante 48-72 horas sobre un me­

dio de azúcar moreno-sólidos de liqu ido  dafeaceración de mala, y 

se mantienen los  matraces a 25° C .» agitando mecánicamente. Des­

pués de 3 d ías de fermentación, se reúne e l  contenido de lo s  ma­

traces, se a c id ific a  t  pH 4 *  0,2 con ácido su lfú rico  y se f i l t r a ,  

separando a s í e l m icelio de l medio fermentado. Los asteroides se 

eliminan extrayendo e l  f i l t r a d o  con cloroformo.

Partiendo de 850 mg. de 16o<-hidroxiprogesterona, se o b tie ­

nen unos 827 mg. de astero ides brutos exentos de grasa. La c r is ta ­

liz a c ió n  desde acetona da 6/9, 16 «C-dihidroxiprogesterona ( I )  con 

rendimiento aproximado de 30 P. de f .  230-232a c *»je¿}D84 f  75c 

(c , 1,0 en cloroform o);

-  29 -



5

10

15

20

25

!

24 987 0
( e =  10*800)

(OH); 5,90/* y 5,95/* (20 -eetona ); 6,00/*, 6,04/* y 6,16/c( 4  Z a ­

catona).

Se obtiene una cantidad ad ic ional de producto puro por 

cromatografía de la s  aguas madres sobre alúmina lavada con ác i­

do su lfú r ico .

Sobre una solución de 6/3,16 <>C-dihidroxip rogos terona 

(102 mg.) en 15 mi. de tolueno y 3 mi. de ciclohexanona, que se 

ha secado a fondo expulsando por d estila c ión  unos 5 mi. de to­

lueno, se añaden 300 mg. de butóxido te rc ia r io  de a luminio^ La 

solución resu ltante se ca lien ta  a r e f lu jo  durante media hora. So­

bre la  mezcla en friada se añade acido c lo rh íd rico  2 IT y c lo ro fo r ­

mo. La fase c lorofórm ica se extrae sucesivamente con ácido 2 N, 

bicarbonato y agua y se seca sobre su lfa to  sódico. La evapora­

ción de l disolvente y e l exceso de ciclohexanona en a lto  vacío  

deja un residuo (unos 594 mg.) que contiene todavía productos 

de ciclohexanona condensados de a lto  punto da e b u llic ió n . S I ace i­

te se disuelve en 15 mi. de benceno y 3 mi. de hexano y se croma­

to g ra fía  sobre alúmina lavada con ácido su lfú r ico . Loa 15 prime­

ros mi. eluyen principalmente m aterial aceitoso seguido de 360 mi. 

de una fracción  c r is ta lin a  (unos 60 mg.) que, despuós de re c r la -  

ta llzac ió n  de acetona-hexano, funde a 204-211° f  33 (c ,

0,65 en cloroform o);

EJEMPLO 25

- 30 -
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AS&: ss7v *

(e  =. 9500). A n á lis is : calculado para cg iHgQ°g  (388,43); 0,76,79, 

H, 8,59. Encontrado: 0, 76,83; H, 8,46.

EJ1MPL0 84

10

15

80

Alopregnano-3.6.20-triona ( I I I )

Una solución de 21 mg. de 4  16-alopregneno-3 ,6 ,20-triona  

( I I )  en 2 mi. de ácido acético g la c ia l  se hidrogena en presen­

c ia  de 15 mg. de negro de Pd. Después de 30 minutos han sido ab­

sorbidos 3,5 mi. (aproximadamente dos equivalentes molares) de 

hidrógeno. Para re -ox idar los grupos h idroxilo  secundarios que 

puedan haberse formado en la  reducción, se tra ta  l a  solución en 

ácido aeátlco con 5 mg. de CrOg en 1 mi. de ácido acático durante 

30 minutos. E l exceso de CrOg se destruye por ad ición  de metanol 

y la  mazóla de oxidación se concentra a pequeño volómen. E l r e s i ­

duo se d istribuye entre cloroformo y agua, la  solución c lo ro fo r­

mice se extrae con bicarbonato d ilu id o  y agua y e l  d isolvente se 

elim ina en vac io . E l residuo c r is ta lin o  resu ltan te  después de re ­

c r is ta liz a c ió n  de acetona funde a 883-228° C.

E l punto de fusión  no disminuye a l mezclar alopregnano-3,6- 

20-triona auténtica de p . de f .  224-230° C. y e l  espectro in fra  

rro jo  de la s  dos muestras es idéntico»

SJEMPLO 25

llo ¿ , 16c¿-dihidroxiprogesterona (IT ) por fermentación de 

16«C-hldroxiprogesterona con A sperg illu s  n lg e r .

Se rep ite  e l  procedimiento d e l Ejemplo 22, empleando 

A sperg illu s  n lger en lugar de A sperg illu s  nidulans. Se aumenta e l  

tiempo de contacto a 4 d í as .  Un gramo de 16o^ -h id rox ip rogeste » na

31 -
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da anos 982 mg. de asteroides exentos de grasa. La d igestión  

con acetona da una fracción  c r is ta lin a  (aproximadamante 483 mg.) 

que, despuás de re c r is ta liz a c ió n  de acetona, funde a 213-215° C .;,

* 128° (c , 1,03 en cloroform o);

840»,*

(e _  14.400) ;

(OH), 5,86/*. (2 0 -ce ton a ), 6,02/ty 6,19/t ( A  4-3 -cetona) A n á lis is :  

calculado para (346,45); C, 72,80; H, 8,73. Encontrado :

C, 73,11; H, 8,79.

La c r is ta liz a c ió n  de la s  aguas madres de la  d igestión  en 

acetona da a lgo  de 16 oC-kidroxiprogesterona ina lterada .

EJE,CP LO 26 .-

lloC -h idroxl-16-desh ldroprogesterona (V)

De una solución de 108 mg. de llo C , 1 6 rd ih idroxiprogeste- 

roña (IV ) en 20 mi* de tolueno seco, se separan por destilac ión  

5 mi. de l disolvente para elim inar los últimos vestig io s  de hu­

medad. Despuós de ad ición de 300 mg. de butóxido te rc ia r lo  de a lu ­

minio, se calienta a r e f lu jo  la  solución durante 30 minutos. Des­

puós de en fr ia r , se aflede HG1 2N y cloroformo. E l extracto c loro ­

formo-tolueno se lava con ácido c lorh ídrico  2N, con agua, con b i ­

carbonato d ilu ido  y o tra  vez con agua y luego se evapora a seque­

dad an vacío. E l residuo (aproximadamente 96 mg.) por c r is ta liz a ­

ción da acetona-hexano da racimos de agujas que funden a 169-174c 
24

° ; [ ° Q d + 138° ( c, o ,56 en cloroform o);

— 32*
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ASIS.’ SS9m/̂
( e «  81.900). A n á lis is : calculado para c2 iH28°3 í 388»43) * c * 

76,79; H, 8,59. Encontrado: C, 76,67; H, 8,59.

STBCPLO 27

A 4>^-pregnadieno-3«11.20-triona (VI)

A una solucián  de 16,8 mg. de 11«< -h idroxi-16 -desh idropro - 

gesterona (V ) en 1 mi. de ácido acático g la c ia l se a&ade gota a 

gota una solucián de 5 mg. de CrOg en 1,5 rol. de ácido acático . 

Deapuás de reposo a la  temperatura ambiente durante 15 minutos, 

se aílede raetanol (1 ,0  m i.) y l a  solucián se tra ta  segán se lia 

desorito  en e l  Ejemplo 84. llte s id u o  sem icrista lino , despuás de 

re c r is ta liz ao ián  de acetona-hexeno, funde a 179-1832 C. ; [ < V 4 *  

S462 (o , 0,85 en cloroform o);

AS&: S35mA
(e  -  81.800)

80

85

ETEMPLO 28 

Pregnano-5.11.SO-trlona (V I I )

Una solucián de 11 mg. de A ^ *^6-pregnadieno-3»11,20- 

trlona (7) en 2 mi. de ácido acático g la c ia l  se hidrogena en 

presencia de 9 mg. de negro de Pd. A l cabo de una hora han sido 

absorbidos 3,5 mi. (aproximadamente 4 equivalentes molares) de 

hidrágeno). Para re -ox idar cualesquiera grupos h id rox ilo  secun­

darios que puedan haberse formado en la  reduccián se tra ta  la  

solucián en ácido acático con 3 mg. de CrOg en 1 mi. de ácido acá 

tico  durante 30 minutos. Se destruye e l  exceso de CrOg por ad i-

- 33 -
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ción de metanol y la  mezcla ele oxidación se tra ta  como se he des­

c r ito  en e l  Ejemplo 24.

E l punto de fusión de la  p regnano -3 ,ll,20 -triona  autóntlca  

no disminuyó cuando se mezcló con e l residuo c r is ta lin o  resu ltan ­

te despuós de haberse re c r is ta llz a d o  de acetona y ambos espectros 

in fra rro jo s  son idónticos.

La 1 6oC -h id rox l-A 4-androsteno-5,17-diona producida en lo s  

ejemplos 8, 20 y 21, puede degradarse a l  d im etll ester de l ácido 

ñ ^ -3 -e e to -e t io b ilien ieo  (d im etileste r d e l ácido A  ̂ -3 -ceto -16 ,17 - 

secoandrosteno-16,17-dioico) de acuerdo con e l  mótodo d e l ejemplo 

s igu ien te :

15

20

25

30

EJEMPLO 29

Degradación de 16o<-hidroxiandrostenodiona a d im etileater  

del ác idoA ^ -3 -c e to -e t io b iliá n lc o  (d im etll e ster d e l ácido Á ^ "3 - 

ceto-16.17-secoandros teno-16.17 -d ló lco .

Se disuelven 60 mg. de 16c<-hidroxiandrostenodiona en 2 mi. 

de dioxano puro y se afíaden 60 mg. de ácido peryódico, d ih idrato , 

en 0,5 mi. de agua. Despuós de reposo a la  temperatura ambiente 

durante la  noche, se agrega una gota de g lic e r ln a  seguidera 10 mi. 

de cloroformo. Se separa la  capa acuosa y se lava la  fase c lo ro -  

fórmica con agua. La evaporación de l cloroformo da unos 67 mg. de 

un ace ite . Este aceite, que representa á c id o A 4-3 -eeto -16 ,17 -seco - 

endrosten-16-al-17-oico, se disuelve en 2 mi. de ácido acático  

g la c ia l y se añaden gradualmente 0,4 mi. de una solución de CrO^ 

en ácido acático g la c ia l (50 m g./m l.). Despuós de 15 minutos, se 

destruye e l  exceso de CrOg con etanol, se elim ina e l d iso lvente en 

vacío y e l  residuo se disuelve en cloroformo. La solución c lo ro - 

fórmica se extrae con XfaHCOg y este último extracto, despuós de 

ac id ificado  con ácido d ilu id o , se extrae con ó te r . La solución  

etórea, por evaporación, da unos 52 mg. de un aceite que se e s t e r l -

34
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f ic e  con (3 lazóme taño en á te r . Después de evaporar e l  e ter, se 

cromatografía e l  residuo aceitoso sobre 1 g r . de AlgOg (pH 4,5)*  

La columna se laTa primero con 75 mi* de 10 $ de bencez&-hexano, 

75 ral. de 20 £ benceno-hexano y 100 ral. de 50 $ benceno-hexeno, 

lo  que eluye un to ta l de unos 7 mg* de m aterial aceitoso* Después, 

150 mi* de benceno eluyen unos 15 mg* de m aterial c r is ta lin o  <jxe, 

después de re c r ia ta liz a c iá n  desde hexano da agujas la rga s , p* de 

f .  97-992 C ., W d *  27e (c , 0,34 en cloroformo*

1 EtOH. _
Amáx. 239

( e «  17.850), 315 m/Me - 9 2 ) .

La sustancia se id en t ific a  como este r d im etílico del ácido 

h ^ -3 -c e to -e t io b illá n ie o  (e s te r  d im etílico  del ácido2V4-3 -c e to -  

16,17-seeoandrosteno-16,17-dioieo) por comparacián con una mues­

tra  autántica de esta sustancia preparada como se describe en e l  

siguiente ejemplo*

EJEMPLO 50

Oxidación Oppenauer d e l este r d im etílico  d e l á c i d o -

h ld rox le t lo b ilián lco *________

Una solucián de 150 mg. de ester d im etílico  del ácido  

-b id ro x ie t io b ilie n ic o  en 3 mi* de ciclohexanona y 10 mi. de to­

lueno se d e s t ila  hasta que se ha recogido un to ta l de 3 mi. de 

d estilado . ¿1 residuo de d estila c ián  seco de esta manera se agre­

gan 100 mg. de butáxido te rc ia r io  de aluminio y la  mezcla se ca­

lien ta  a r e f lu jo  durante 15 minutos* La mezcla de reaccián  se re ­

parte entre cloroformo y ácido c lo rh íd rico  d ilu ido  y e l  extracto  

clorofárm ioo fle lava  con agua, bicarbonato d ilu ido  y nuevamente 

con agua* La solucián clorofárm ica se seca sobre su lfa to  sádico 

y se evapora a sequedad en vacío. E l residuo, (unos 287 mg.) se
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d isuelve  en 2 mi. de beneeno y 6 mi» de hexano y se cromatogra­

f í a  sobre 3 gramos de alúmina lavada con ácido su lfú r ic o . los  

20 mi* primeros de benceno-hexano 1:3 eluyen aproximadamente 

125 mg* de productos de condensación aceitosos de ciclohexanona, 

g seguidos de en lo s  siguientes 330 mi* por unos 63 mg. de m aterial

c r is ta lin o *  La elución subsiguiente con benceno-hexano (1 :1 »

110 m i*; 3 :1 , 100 m i.) y benceno(226mi)da cantidades adicionales  

de m aterial c r is ta lin o *  La re c r is ta liz a c ió n  de la s  fracciones  

c r is ta lin a s  reunidas desde hexano da este r d im etílico  de l ácido 

10 A  4-3 -cetoetob ilián ico  puro, p . de f .  100-101® C . , ^ ^ 23 *  26®

(c , 0,78 en cloroformo)

ISái: 8sem/
(e -  16.500),

6 , 0 3 ^ ,  6,20/*. A n á lis is : calculado para C2l®3o®5: C| 69»63»

8,28. Encontrado: C, 69,67; H, 8,23.

La invención puede re a liz a rse  de d istin tas  maneras in c lu í-  

20 des dentro d e l alcance de la s  reiv ind icaciones que figu ren  a oo n-

tinuación.

N O T A

25 Los puntos de invención propia, no nueva, pero no estab le ­

cida, practicada n i divulgada en España, que se presentan para que 

sean objeto de esta so lic itud  de Patente de Introducción en España 

por DIEZ años, son los s igu ien tes :

* 36 -
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I® * -  Un mótodo de convertir un esteroide en un h id ro lí ­

der ivado del mismo en posición  16 oC» que comprende someter un 

asteroide seleccionado d e l grupo constituido por un esteroide  

de la  serle  del pregnano y un asteroide de la  serie  d e l andros- 

tgno a l a  acción de enzimas del microorganismo de l a  clase cons­

titu id a  por Strentomyces roseochromogenus* Strentomyees v ir ld is *

Strent«urces o llvaceus y Strentomyces argenteolus, en condicio­

nes oxidantes, y recuperar e l  16©<.-hidroxiesteroide formado*

8®* — 51 método de la  re iv ind icac ión  1 en e l  que e l  a s te ro i­

de es de la  se r ie  d e l pregnano*

3g¥- E l mótodo de la  reiv ind icación  1 en e l  que e l  e s te ro i-  

de es de la  se r le  del androstano.

4 ® .- E l mótodo de la  re iv ind icación  1 en e l  que e l  a ste ro i­

de es un 3 -ceto -estero lde*

5®*- E l mótodo de l a  re iv ind icación  1 en e l  que e l  e s te ro i-  

de es progesterona*

6®.- E l mótodo de la  reiv ind icación  1 en e l  que e l  catenoi­

de se ha seleccionado d e l grupo constituido por desoxicortioos- 

terona y sus esteres*

7®*- 51 mótodo de la  re iv ind icación  1 en e l  que e l  e s te ro i-

de es androstenodiona*

8®*- 51 mótodo de la  reiv ind icación  1 en e l  que e l  a ste ro i­

de es testosterona*

9®*- Un mótodo de convertir un asteroide en un h idroxi 

derivado del mismo*

Tal y como se ha d esc rito  en l a  Memoria que antecede y con 

lo s  fin es que se han especificado*

Esta Memoria consta de tre in ta  y s iete  hojas escritas  a má­

quina por una sola cara*
.Madrid,

A

I f . -  37 -
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