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Largo G. Donegani, 1-2.

MEMORIA DESCRIPTIVA

i Este invento se refiere a un nuevo método para
la preparacién de 3-coto-/\ 1’4wes1:eroides. Més parti-
cularmente, ¢l objeto de este invento es un procedimiento
microbioldgico para introducir un enlace doble en la pow
gicién 1 de la melécula de un 3neetom[§4—esteroide de la
serie del androstano y del pregnanoc, por medio (el nuevo

microorganismo Nocardia lucida n., sp. FlL Nocardia lucida

n. sp. se ha depositado en el Institute of Microbiology
of the Rutgers University (EE.UU), con el mimero de clasi-
ficacién I.E. 3890 y en el Commonwealth Mycological Insti-
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tute, de Ferry Lane, Kew, Surrey (Gran Bretafia) con el

nimero de clasificacidn I.M.I,

Se sabe que muchos microorganismos del ghinero
Nocardia son capaces de introducir un enlace doble en
la posicibén 1 del micleo Gel esteroide (patente inglesa
ne 0874.188: patente alemana n¢ 1,093.792; patente francee
sa ne 1,270.506; y patente india ne 62.483), pero sin em-
bargo no puede concluirse que todog los microorganismos
pertenecientes a dicho género sea capaces de esta deshidro-
genacidén, porque se ba comprobado gque las razas de Nocar-

dia rugosa, N, brasiliensis, N. cavrae y N, frabosae no

pueden introducir un enlace doble en la posicidén 1 de la

molécula del esteroide,

Bl nuevo microorganismo que se ha empleado en el

procedimniento de cete invento se llama Nocardis lueclda n.

sp. ¥ pertenece al género Nocardia trevigen; es capasz

de producir enzimas activas en la deshidrogenacidn de

. 4 .
la posicién 1 del ndcleo de un 3~cetow/\ =esteroide para
obtencr, con gran rendimiento, el correspondiente 3-cetom

ﬁéﬁj’4~esteroide.

Ademds, el nuevo microorganismo tlene la sorprens
dente propledad de utilizar como fuente de carbono, ade~
wds de log hidratos de carbono usuales, mezclas de hidros

carburos, de preferencia de los que contienen en la molécula
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de 12 a 18 4tomos de carbono, 3 1 7 7 O 5

Asvecto microgebpico

n agar-patata--glucosa en nuevo microorganismo
N.lucida forme inicialmente un micelio con hifas muy
largas (25-30 micrasg x 1,0-1,5 micras), aseptates, con
frecucneia ligeramente incurvadas y a veces ramificadas.
Al cabo Cc unas 24 horag, el micelio se fragnenta en

células baculiformes de 0,8 por 3 micras,

La frogmentacidén completa en elementos coccoldes
Ge 1 micra aproximadamente de Gidmetro se obticne tan
s6lo hacia la 408 hora de edad, Bstos clementos coccoides
suclen aparecer caracteristicamente alinecados., No se
observa micelio aérco en ningdn terreno de cultivo, EL

micelio es grampositivo y no decidowresistente.

EFl microorganismo g e desarrolla bien a temperatu-
ra ¢c 70.-308C y no produce pizmentos solubles en 1los terre-

nos de cultivo ususles,

Aspceto macrosedpico

En la Tabla n? I se rescfian las propiedades cul-
turales observadas en los ferrenos que en ella se indi-
can; las obscrvaciones se efectuaron despuds de 7 dfas de

incubacidn a 20.308C,
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T4ABLA T
Terreno Ce Desarrollo Colox Obgervaclones
ecultivo
Agar Czapek (1) esCaso de blancuzco
a rosa pédlido
Agar Bennet (1) abundanie, roga selnén

Agar-glices
rol=glicina (1)

dgar-patata~
~peplonae
~glicerol (1)

Agar-Enerson (1)

Agar-almid.én-
~zales (2)

Agar-glucosae
~gxtracto de
levadura (1)

Agar-patatom
~zlucosa (3)

1liso y bri-
1lante, con
hordes netos

ninguno

My escaso

abuncante,
brillante
y liso

ninguno

abundante,
liso y
brillante

abunéante,
liso vy
brillante

L

rosa salmén
my claro

roga salmén

rosa salmén

rosa salmén
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R P e e

Torreno de Degarrollo Colox
cultivo
Azar-nutricio cseaso rosa salmnén
(1) pdlido
Agar-almitén.  Glsereto rosa salmnén
~peptona.-ex- my claro
tracto de
buey (1)
Agar-gelatina discreto rosa salmnén
(1) muy claro
Caldo d¢ levadura Bucno, cpldo rosa claro
(1) turbio con
precipitado
rosa salmén
on el fondo
Leche (1) cscaso incoloro

FOWANRENN AW 2 A an

AN R AR SRR B 3

eanms e e PUS— -

Obgervaciones

no hidroliza
el almidén

no licua la
gelatina

alcaliniza
la leche,

no hay coagu~
los

[ e A LR B AT L

(1) Vakrsman S.i. "The Lctinomyces", vol, II, pdz. 328-.334

(2) Pricham 7,0, Antiblotlcs Annual 1956-57, pdg. 947-953

(3) Agan-patata~glucosa: 200 g de patatas peladas, 20 g de

glucosa, 20 g de agar y 1000 cc dc agne destilada, a

pH 7,2.
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Propiedades bioquimicas

A

Alniddn: no lo hidroliza
Gelatina: no la licua

Nitratos: los reduce a nitritces; buena ubilizacién de los

nitratos para el desarrollo
Leehe: la alcaliniza ligeramente; no la coagula
Melanina: Produccidn débil
Indol: no lo produce
Tirogina: la decscompoune
Sulfuro de hidrbégenos positivo

Produccién de dcidos: positiva a partir de glucosa, fruc~—
tosa, sorbitol, glicercl y manitolj;
negativa a partir de xilosa, maltosa,
lactosa, sacarosa; arabinosa e inogi-
t0L.

Utiliza bilen para el desarrollo los hidrocarburos

antes mencicnados, No uwtiliza el feonol,
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Identiricacién de 1la egpocic

ro—.

La Ceseripeidn del microorzanismo en examen correge
ponte a la del género Nocardia Trevisan que figura en Ber-
gey's Manual of Determination Bacteriology (séotima odie
c¢ién, 1957, pdgina T713-715), por lo que puede concluirse
que el microorganigmo de este invento pertencce al género
Nocaréia Trovisan, La clave analftica de la especle del
osénero Nocardia de Vaksmen y Henrici (Vaksman S.A.¢ The
Letinomyeotes, vol.IT, 1961) indieca para el microorganismo
en examen una posicidén sistemdtica cercana al Nocardia
rubra, el que dificre por diversas caracteristicas. 4
continpacidén se exponen los datos obtenidos de una compas~

racién entre las propiedadcs del Nocardia lucida n, sp.

y las de las especles conocidas.,

3,

La nueva especle Nocardia lucida diflere ded
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1) Nocardia rubra a)

v)

c)

2) N, opaca a)

c)

a)

3) N, polychromogenss

a)

b)

c)

- 317705 °

porgue no Fforma un micello 4spero

vy opaco de color rojo vivo

porque forma hifas mds larges de
10-15 micras
porque produce dcidos a partir

del sorbitol

porque eh agar-patata-glicerol
el micelio no es seco, 4spero,

arrugaco, Ge color de cuero

porgue nc forma .amechones de hifas

adreas
porgue no ubiliza el fenol

porque forma hifas mucho mds

largas (hesta 25-30 micras)

porque no forme micelio adreo

blancuzco

porque no forma Iilamentos ondus-
lacos, muy ramificados, de 70 a

100 micras de longltbud

porque neo hidroliza el almidén
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4) N, globerula a)

b)

c)

5) N._cocliaca )

b)

c)

6) N, Blackwollifl
a)
b)

c)

a)

porque el nicelio no es de color

anaranjad¢o a pardo-anaranjado
porgue reduce los nitratos

porgue no forma bdculos cortos de

0,8 x 5 nmicras

porgue en agarwpatata~glicetol nc forma
micclio seco, arrugado y de color ange

ranjado
porque reduce los nitratos

porgue wroduce deidos a partir de la

Slucosa ¥y el glicerol

porque no Lorma mlcelio aéreo blanco

porque en agor--patata no forma coloniag

incoloras

porque procucc dcldos a partir del

manltol y ¢l sorbitol

porque reduce los nitratos



7) N. asteroides
De

8) M. lcighmanii
10.

9) M. formica
15,

a)

b)

c)

b)
c)
a)

b)

n

porgue no forma micelio amarillo o

.

anaranjado
porque no produce micelio aéreo blanco

porgue produce Acidos a partir del

manitol

porque descoipone los cristales de

tirogina

porque no forma micelio aéreo
porgue 1o coagula la leche
porque no ¢s dceido-resistente

porgue las hifas del micelio se

fragmentan en Fformascoocoides
porgue no forma micelio adreo

porque nov forma pigmento soluble

color pardo

porque uwtiliza la paraflina
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10) N, garinerl a)

b)

c)

a)

1) N._crythropolis

a)

b)

e)

e)

= 11

orcue 110 licua la gzelatina
p e [

porgue profucc deidos 2 partir de la

glucoga y del manitol

poi'quc no presenta micelio de color

cremna

porgie no preoduce micclio adreo

porgue presenta hifas mds largas

de 11 micras (hasta 25--30 micras)
porque forma frazmentos coccoides

porque en agar patata~glicerol no
forma micello seco, dspero y anaran—

jado

porque procuce nitriitos a partir de

Los nitratos

porque produce Acidos a partir de la

glucosa y el glicerol
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12) N, rugosa  a)
b)
c)
a)
c)

13) N._brasilicnsis

b)

c)

a)

12

it

povque

dspora
poigue
porque
porgue

poTque

no forma pelicula espesg,

y plegada, de color crema
no coagula la leche
no licua la gelatina
reduce los nitratos

no produce 4cidos a partir de

la arebinosa, pero log produce &

partir del scrbifol

porque

no produce nlcelio adreo de

color de cuero

porque

POTQUC

no hidroliza la gelatina

no profuce dcidos a partir del

inogitol

porque

en agar-glucogsa~extracto de

levadura no forma micelio plegado y

anarillo
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14) N, caprac a)
b)

c)
a)

15) N. peirolgonhila

16) M. corallina a)

Pesy [ rot s

b)

c)
a)

e)

17) N, salnenicclor
a) p

porgue no Tforma micelio adreo

porgue no produce subtancia scluble
parda

perque no coagula la leche

porgue ubtiliza la parafing

porgue no forma micelio adreo blanco

porgue en agar nubtricio ne forma
colonias anarilloblancuzcas

norque se desarrolla en la patata

QUTQUb eh agar--patata-~glicerol no

crma micelio realzado, arruga, seco
y de color amnarlillo pardusco a 10jo
coral

sorcue Toerna hifas mds largas de
10 ficras (hasta 25-30 micras)

norgue no utiliza el Lfenol

porque ne forma en la 1eoho una
pelicula rojiza

porque produce deidos a parti~ de lo
slucosa

rque en sgar nutriclo-glucosa no

iresenta micelio plegado, Ge color
amarlllo gue virg a rojo anaranjado
profundo

porque pro@tce dcidos a partir de la
glucosa y ¢l glicerol

porgue en patata no forma micelio
realsado, verrugoso, friable, brillan-
te, de colo de cuero que vira al a-
naranjado y por dltimc al rojo sangre,



Por lo tanto, se coneluyc cl microorganismo en

cxamen Nocardia lucide n. sp. no sc ha aislado ni descrito

antes, por lo cual se¢ le dehe considerar peritenccicnte a

una especie distinta de las conocidas hasta chora,.

\J1
»

Loz cultivos de N, lucida pucden guardarse
mediante liofilizacidn, utilizando como medio suspensor
la leche o0 el sucro de leche, El microorganismo pucde
conservarse btambidén por culiives sucesivos sobre slant
de agar-patata~glucosa, EL invento proporciona un pro-

10. cedimiento microblolégico para preparar 3"c@to.zzj’4hesﬁe~
roldes de le serie del androstano y el pregnano, que
consiste en tratar un 3wcotoﬁ£54~esteroide con un

cultivo producido por fermentacibn del nucvo microorgas

nismo Nocardia lucide n. sp. en un medio mutricio liquido
15 esterilizedo que contenga fuentes asimilables de carbono,
de nitrdgeno ¥y de gales mincrales ¥y en exbraer luego ol
3-coto- T4 _oeteroide producido de menera conocida, Como
fuentc de carbén pueden utilizarse el almiddn, la dextrina,
la malaza, la sacarosa, la glucosa, la maltosa, el glicerol,
20 . los aceites vegetales, la harins de cercales o de legumino
sas, el corn steep liquor y otras substancias que suclen
cmplearse, La fucntec de nitrdgeno, ademds de las subsbancias
complecjas que contienen nitrdégeno mencionadas antes, puclen
ser caseinn, sales ambnicas, peptonas, harina de carne y de

25, pescado u otras substancias empleadas de ordinario.
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Los seles inorgdnicns pucden ser sulfatos,
fosfatos, nitrates, clorurcs de pobasio, magnesio,
hicrro, cobalto, sodlo y carbonato de celeio, Tamm
bilén es Wtil ofindir subgtancies surfoctantes, como el
emulgente Tween 80 (mares rcgistrada de monoolecto de

polioxietilensorbitdn),

Ahora se ha descublerto, sorprenéentcmento,
que les fuentes de carbono citadas antes pueden subs-
tituirse completamecntc por mezela de gasoil-parafina
bruta, Tl microorganismo aprovecha preferentemente los
hidrocarburcs contenidos cn la mezela que tienen do
12 a 18 dtomos de earbono cn 1o moléeula. Se desarro-
112 cen condicilongs de inmersién y acrcacién en frascos
socudldores o on fermentadores, a temperatura de 24 a 34¢C.
y preferentencnte a 308C, cn un perdodo que va de 30 a 50
horas, ¢l pH deol medio decbe scr de 7 a 8, y preferentcmente
de 7,5 o 7,6, Durante la ferucntaclén, el pH sc manticne

prdeticamente constante.

El esteroide de partids puede aBadirse a los
cultivos dcl mieroorganismo ya sca cn forma sélida,
ye sca Glsuelto en un Glsolvente orgdnico apropiado,
come alcohol metllico, alcohél ctilico, acetona, dimectil-
formamlda y andlogus. La incubacién se efectia en las cone
dicioncs que sc han descrito antes y en un periodo de 20

a 50 horas,
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La transformacibn del 3wcetoﬁé&4“esteroide de
partida en el correspondienie 3mcetoﬁél1’4~esteroi§e
puede seguirse por cromatografla en capas delgadas,
tal como han descrito en la literatura Fgon Stahl (Pharmac,
Weekblad g_g, 1957, pédg. 829; Chemiker Ztg. 82, 1958, véz.
323) y N.J.0, Van Dam y colaboradores (J. Chromatography
4y 1960, pag. 26). La extraccién puede efectuarse poxr
lag técnicas conoclidas, de preferencia tratando el caldo
del cu;tivo con un disolvente apropiado; como metilisobutil~

cetona, cloroformo, cloruro do metileno, tricloroetilenc y

andlogos.

Los ejemplos que siguen ilustran el invento sin

limitarlo,.
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451’4 Presnadien: 17alfa, 2101013, 11, 20-triona

-
»

Un cultivo de N, lucida de 3 &las de cdad sobre
agar-patata~glucosa se whiliza para inocular 2 matraces
54 de Erlenmeyer de 300 cc, cada uno de los cuales contlene

50 cec del nedio siguiente:

Cloruro potdsico 18
Nitrato sédico 6 &
10.
Sulfato magnésico seco 0,3 g
Monohidrato de hidrofosfato ‘
cdlecico 4,0 g
Heptahldrato de sullfato de hierro 20 mg
15. Heptahidrato de sulfato de zine 5 ng
Hexahidrato de cloruro de cobalto 5 mg
Mezcla de gagoil (gravedad especifica a 152C/42C = 0,8203;
punto Ce inflamacidn = 7220) - parafina brute (Jdensidad a
1590‘= 0,891; densidad a 808¢ = 0,772; punto de solidifice~
20, cibn, 462¢) (1:1) 15 co,

Aogua Gel grifo hasta 1000 ce,
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Tl pH se ajusta a 7,5~7,6 con solucién dilulda

éde hidrdxzido gbédico,
Esterilizacidn: 120tC durante 30 minutos.

La mezcla de gasoll-parafina bruta se esteriliza
previamente por separado y ge afiade en condiciones estém
riles al terreno de ¢ uliivo. Los matraces Se incuban a
30£C, curante 40 horas, en un sacudidor giratorlo, que

glra a 220 r,p.m, con 60 mm de excentricidad,

Iuego se afiaden o cada matraz 25 mg de é&%apregnenp
=1Talfa,21~dl0ol=3,11,20~0triona disucltos en 1 cc de alco=
hol etilico y se incubs durante 24 horas mds en las cone
diclones antes descritas, Un examen cromatogrdfico (sobre
cepas tenues de gel de sllice, empleando como sigtema
cromatogrdfico benceno/zcetato de etilo 70:30) muestra
la desaparicidn cagi completa Gel producto de partida y
la formacién de un producto que tiene un RF igual al
de 1a A *epregnadion-17alsa, 21-a101-3,11,20~trions,

Lo extraceidn, la cristalizacibén y la identificacidén se
efectian como siguc: Se combina ¢l contenido de los dos
natraces y se los sacude primeramente en un embudo separa—
dor, con 50 cc de dter e petrbleco; ol dter de petrbleo

se separa y enbonces es apartado. Se vuelve a extraer

el caldo con metiligobutilcetona, se seca la cape orgd.

nica sobre sulfato sbédico anhidro, se filtra y se evapora
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hasta sequedad, Tl residuo seco se cromatografia en 1 g
de geol ce silice y, por clucibn con 5% de acetato de
etilo/éter, sc obtienc un priducto cristelino, que
funde a 230~2342C; [_a’?lfg720 = 1702 (1% en dioxano),

{ e 236 nilimioras, B, 435, ¥ que es idéntico,
cromatogrdficomente y segin el IR, a una muestra de él1’4~
~pregnadien-17alia,21--diol~3,11,20~triona. Una prucba
cromatogrdfica demuestra que la transformacidn es coms
pleta y el rendimicnto clevado,

o

BJEMPIO | 2s

Al hopregnodion-17alfa, 2141013, 11, 20~triona

W,

Se procede como en el ejemplo 1, con la diferenw
cia de quo el medio de fermentaclén conbiene glucosa (60
8/1itro) cn vez de la mezela de gasoil-parafina bruta,
Una prucba cromatogrdfica demucstra la desaparicién
casl completa del producto de partida. Se forma un
producto que tienc un RE igual 2l de la 453’4npregnadien,

-17alfn,21-A1l0l~3,11,20--triona,
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BJEMPLIO 3,

1 .
é& ’43prcgna¢icn~17alfaj21ndi01»3,11,2Om%riona

Se procode como cn el ejemplo 1, con la diferen—
cia de que el medio Ge fermentacidn tlene la composicidn

siguientos

Glucosa 20 g
Poptona 5 &
Iriptona 5 g
Bxtracto de levadura 5 g
Carbonato cdleico 2;5 g

Agua destilada hagta 1000 ce,

Una pruecba cromatogrdfica demucstra la desapa~
ricibn casi complcta del producto de partida y la for-
macién de un producto que tlene un REf igual al de la

A4 pregnedion-17a1£a, 2131013, 11,20-triona,
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RJRIPLO 4,

4&1’ﬁgpgggg§gieny11betal17alfqiglytriol-3,20ndiona

500 cc del terreno e culiivo de la composicidn
que se ha expuesto en el ejemplo 1 se esterilizan en ma~
traces (e 2000 cc, provigtos de 3 entrantes cortacorrien-
te, Se inoculz con una suspensién de micelio correspon-
Giente al lavado de meCio cultivo de 3 dias de edad en

Roux de agar-patata-glucosa.

Se¢ incuban los matraces a 28¢C durante 36 horas
en un agltador glratorio a 120 r.p.m. ¥y con excentricidad

de 70 num,

300 cc de este cultivo sirven para inocular 3
litros de medlo de la composicién que se ha descrito
mtes, esterilizados en ferwentadores de laboratorio de

5 litros.,

La fermentacién se efectia a 300C y agitando con
una hélice de dos palas a la velocidad de 300 r.p.m, y

con una alrecacién de 11 litros por minuto.

Al cabo de 48 horas, se afiaden 1,5 g de Ax4mpreg~
nen—11beta;17a1fa;21mtriolm3,20—diona disueltos en 60 cc
de alcohol metflico y se incuba durante 40 horas mds en
las condiciones antes descritas. Una pruyeba cromatogréfica

on capa delgada (e gel de silice, empleando como sistema
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cromatogrifico cloroforno/metanol/asgua 92,5:7,5:0,5 muestra
la desaparicién del material de partida y la formacién de
un producto que tlene un Rf izual 2l de la prednigolona,
Ixiste ademds, en vestigios, un producto con un Rf igual

al del derivedo 20beta--hidroxi ([&j’4mpregnadieny11beta,
17alfa,20beta,21-tetrol- 3~ona). Se extrae el caldo con
metilisobutilcetona, se seca la fase orgdnica sobre sul-
Tato s6dico y luego se la evapora hasta sequedad., Fl re~
giduo secco se distribuye entre 500 cc de éter de petrbdleo
de punto de ebullicidén 60--80¢C y 600 ce de metanol acuoso
al 80%. Se separa el cxbracto metandlico, se le evapora

en vaclo hasta volumen reducldo, se extrae luego con 600

cc de metilisobutilecetona, se lava con un poco de agua y
por Ultimo se evapora el extracto orgénico hasta volumen de

unos 5 ce.

Se afladen 20 cc de éter etIlico y se deja cristali-

zar ch ¢l refrigerador.

Se oblienen 1,3 g (rendimiento, 87%) de A“AL
~pregnadien--11beta, 17alfa,21~triol-3,20-diona, fundente
a 240.2412C @:gf§7%0 + 1008 (1% en dioxzano), X nay 242

1%

milimicras, B 0 415; la prueba cromatogrdfica de este

1¢ .
. 1

producto demuestra gque es igual Zﬁ ’4mpregnadien~11beta,

17alfa, 21-triol-3,20-diona y distinto de la 454—pregnen~11~

bheta,1721lfa,21=triol3,20~d1lona,

o
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FJEMPLO D,

] :
’4unrqggadien1j1bgj§,17al£§121wtriol~

e

9alfa--fluoro-:

=3,20-Glona,

Se proccde como en el ejemplo 1, con la diferencia
de que cuando el cultivo tlene 48 horas de edad, se afiaden
25 mg de 9alfa~fluorow43%~pregnenm11beta,17alfa,21»triol~
~3,20~diona disueltos en 1 cc de metanol, en presencia de
0,1 cc de solucidn acuosa al 20% de Tween 80 (monooleato

de poliozietilensorbitan).

Al cabo de 40 horas de incubacidn, el examen cro-
natogrdiico, efectuado como en el ejemplo 4, cdemuestra la
desapariceidn completa del material de partida y la forma-
¢ién de un producto que tiene un Rf igual a2l de la 9alfa-~
~£1u0r0~45f’4~p?egnadien~11beta,17alfa,21~triol~3,20~dio—

Nl

Se extrae con netilisobutilcetona, se distribuye
eibre mesanol acuoso «l 804 y éter de petrbleo, se cvapora
el metanol y luezo se extrae con metiligobutilcetona como

en ¢l ejemplo 4.
Se obtilene 9alfa.fluoro- ,1’4upreg adien~11beta,
17elfa,21-trlol-3,70~diona, fundente a 274~275C; Zalﬁgzgo

+ 94¢ (en .dioxano), y\max 238 milimicras, E:%cm 404, Rendi-

miento, T1%.
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RJEIPLO 6.

LR e e A — T ACTS

gggg;;ggggggyﬁﬁ&1’4wpregnadiei~11beta,16alfa,17a1fa,21n

~tetrol.-3,20--diong

Se procede como cn el ejemplo 1, con la diferen.
cla de que, cuando el cultivo tienc 48 horas de¢ edad, se
atiaGen 25 ug Ce 9alfamfluoxnLilﬁnyregnenp11beﬁa,16alfa,
17alfa, 21-tctrol-3,20-dlona disuelios en 1 cc de mebanol,
on presencia de 0,1 cc de una solucién acuosa al 20% de Tween

80 (monooleato de polioxietilensorbitan).

Al cabo de 40 horas de incubacidn, un cxamen croma-
togrdiico, efectuado como en ¢l ejemplo 4, demusstra la desa—
paricibn del material de partida y la formacién de un pro-
ducto que tiene un Rf igual al de la 9alfa«f1uoroﬁé§j’4~
~pregnadien--11beta, 16alfa, 17alfa, 21~tetrol-3,20--diona. La
extreceidn, efectuada como en el ejemplo 4, conduce a la
separacidn de la 9alfamf1uoro~4&1’4mpregnaaien~11beta,16a1~

fa,17alfa,21-Yetrol~3,20-dlona (rendimiento, 60%), fundente

8 260--2668C; éa%fgzso + 672 (1% en d&ioxano), y max 239
¢ .
milimicras, E 1” 385.
cm

Pres pruecbas cromatogrdficas sobre capa delgada
de gel de silice demmestran que el producto es idéntico

a la ‘triamcinilona.
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RIEELO 7.

Salfanfluor0m1k1’4upregnadienﬂ11beta.16alfa,17alf3121"

=tetrol~3,20~diona,

Se procede como en ol cjemplo 1, con la QifOTGHOia
de quo; cuando el cultivo tiene 30 hores de edad, se le
diluye on la proporcién de una parte de caldo de cultivo
por 2 partes dc¢ agua del grifo cetéril. Después de la
Ailucidn, se afiaden a cada matraz 25 mg de 9alia-
w°luor©-/\4rnrevncn~11bobam1oa1fa,17alfa 21~ %etrol—B 20m
diona en 0,125 cec de Aimetilformamida, en presencma de
una gota de una solucién acuosa al 204 de Tween 80, y se
incuba durante 40 horas méds. Un examen cromatogrdfico
demucsira la desaparicién del material de partida y la
formacidén de un producto que tienc un RE igual al de
la 9a1famfluoro-1§1’4uprcgnadie1m11beta,16alfa,17a1fa,21n
«totrol-3,”20~diona, Fl Gerivado 20beta-hldroxi estd
pricticancntc ausente, La extraceidn, efectuada como
en el cjomplo 4, conduce a la scparaclén de la 9alfe~

”luoro—[l" ~prognadien-11beta, 16alfa, 172l e, 21--tetrol-

~3420-ddona,
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BJEMPLO 8,

é&1’4npgpgnadi§pw1ja;£g¢21mdiol~3,11,ZOmtriona

Se proccGe como en el ejemplo 1, con la diferencia
de que en el medio de fermentacibn el HaNO3 y el Ca(H2$O4)2
se substituye por (NH4)2HPO4 con la concentracibn de 4,7
¢/1litro,

Un examen cromatosrdfico demuestra la desaparicibn
completa del material de partita y la formacidén de un pro-
. . 1,4 . o

ducto que tiene un Rf igwal de la /\ ’“-pregnadien~1Talfa,

21=3101--3,11,20~%riona,

La extraccibn, efectuada como en el ejemplo 1,
conduce a la separacidén de prednisona, con un rendimiento

del 65%0

BIENELO 9.

l?alfamme%ilm4§1’4~androstadienw4,17betaméiolm3nona

8¢ procefe como en el ejemplo 1, con la diferencia
de que, cuando los cultivos tienen 48 horas de edad, se
afiaden a cada matraz 29 ng de 17alfaumetilyilfwandrostenn
~4,17beta~dlol--3-0na disueltos en 0,125 cc de dimetilforma-
mida, en presencia Ge una goia de una solucilén acuosa al
205% de Tween 80, y se incuba durante 24 horas wds. Una

prueba cromatogridfica demestra la formacibén de un producto
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que tiene un RE igual al de la 17al£anmetiléx1’4wanaros~

tadiens-4, 17Tbeta-dLlol-3~o0na,

Bl producto de la reaccidén microbioldszica de 20
matraces se extrac con 200 cc de cloruro de metileno y
luero se evapora el disolvente y se cristaliza el residuo
en acetona/éter depetrbleo. Sc obtlenen cristales de
17alfa~metil-zsg’4uandrostadien~4,17betawdiolm3nona,
fundentios a.160-1626C; /E1£z/20+ 858 (en CHOLy)s

- .

nilimi I 11/0
244 m11~m;cra~{ B1 om

; max.
2605 305 milimicras, E ;'%cm 175.

TIGUELO 10,

JZggﬁanuetiluzﬁg’4ménQ;osta&iqgm17beﬁanol»3wogg

Se procede como en cl ejemplo 1, con la diferen-
cia de que, cuando log cultivos tilenen 48 horas de edad,
gse afiaflen a cala matraz 25 mg de 17alfammetilﬁéx4~andros~
ten~17betaro0l--3mona disueltos en 0,125 cc de dimetilforma-
mide y se incuba durante 24 horas més, El examen cromato-
grdlfico demuestra la formacién Ce un producto que tlenc
un RE fgual al de la 17alfaumet11~[§1’4nandros%adienm17bem
ta--0l~3-ona, Por extraccidn, se obtlenen cristales de 17-
alfa~metil:4§1’4mandrostadien~17betamolw3-ona, fundentes a
163.1652C; [51f§7§0 0¢ (en CHCL,); /Q nax 245 milinmicres,

af
E® 510,

J
1 cm
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6alfaq9a1£andi@;uor0qél1’4mnregpadien»11beta,17alfa,21»

«trLols3,20-010na

Se procede comd en el ejemplo 1, con la diferencia
de que, cuando los cultivos tienen 40 horas de edad, se
afiaden a cada matraz 25 mg de 6alfa,9alfa—difluor01[&4-
~pregnen~11beta,17alfa,;21~triol~3,20-diona, disueltos en
0,125 cc de dimetilformamida, en presencia de una gota de
una solucidn acuosa al 20% de Tween 80, Se incuba durante
48 horas mds. Al final, un examen cromatografico demuestra
la formacidn de un producto que tiene un Rf igual al de la
6alfa,9alfa-difluorof[§1’4-pregnadien-11beta,17alfa,21-
~triol-3,20-diona. Se extrae el contenido de 20 matraces
con 500 cc de metilisobutilcetona y, despues de lavados
dcidos, alealinos y neutros, se evapora el disolvente
casi hasta sequedad. Hacia el final de la concentracidn,
cristaliza la 6alfa,9alfa~difluoro- 151’4~pregnadien-11be—
ta,17alfa,21-triol-3,20-diona, que funde a 220-2234C;
@1:?37]2)0 4 882 (1% de dioxano), P max 237 milimicras
l% 380,

1 em
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EJEMPLO 12,

A1 +4_pregnadien-3,20-diona

Se procede como en el ejemplo 1, con la diferen—
cia de que, cuando los cultivos tienen 40 horas de edad,
se afiaden a2 cada matraz 25 mg de progesterona, disueltos
en 0,2 cc de dimetilformamida en presencia de una gota
de solucion acuosa al 20% de Tween 80, y se incuba durante
48 horas. Procediendo como de ordinaris, se obtiene [&1’4—

~-pregnadien~3,20-diona.
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NOTA

Descrito el objeto de la invencidn, se de=
clara nuevas y de propia invencidn las siguientes rei-
vindicaciones, con prioridad italiana n? 51 497/64 del

23 de septiembre de 1964:

1. Un procedimiento microbioldgico para la
preparacidn de 3—ceto-[&1’4—esteroides, de la serie del
androstano y del pregnano, caracterizado en que se pone
el 3—ceto-[&4-esteroide de partida en contacto con un

cultivo del nuevo microorganismo Nocardia lucida n.sp.,

en condiciones sumergidas y aerdbias, en un medio nutri-
$ivo que contiene una fuente de carbono, una fuente de
nitrogeno y sales minerales, y en que el correspondiente
3-oeto~é§1’4~esteroide asi obtenido se aisla y purifica de

manera conocida.

2, Un procedimiento como se define en la rei-
vindicacidn 1, caracterizado en que la fuente de carbono
esta constituida por mezclas de hidrocarburos alifdticos
en las que los hidrocarburos contienen preferentemente de

12 a 18 dtomos de carbono.
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3. Un procedimiento como se define en las
reivindicaciones 1 y 2, caracterizado en que la fermenta-
cidn se efectia a temperatura de 24 a 34°C, y preferen-

temente a 300C.

4. Un procedimiento como se define en las
reivindicaciones 1 a 3, caracterizado en que la fermen-
tacidn se efectda con pH entre 7 y 8, y preferentemente

de 7,5 a 7,6.

5. Un procedimiento microbioldgico para la

preparacidn de 3-ceto»[&1’4-esteroides.

Seguin se describe y reivindica en la presen—
te memoria que consta de 31 hojas, foliadas y escritas

a mdquina por una sola de sus caras.

Madrid, a 22 de septiembre de 1965
SOCIETA FARMACEUTICI ITALIA
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