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MEMORIA DESCRIPTIVA
que se presenta para unir a la solicitud
de
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"UN PROCEDIMIENTO PARA OBTENER ESTEROIDES {1-HIDROXILADOS"
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El presente invento se refiere a la 11~hidroxi
lacidn de esteroides, selectiva, microbiana.

Més particularmente, el invento presente se re=-
fiere a un mevo procedimiento para la hidroxilacién de
esteroides por fermentacidn del esteroide junto con ra-
zas conocidas de agentes de 11-hidroxilacidn, en presen-
cia de sulfdxido de dimetilo.

La 11-hidroxilacidn de esteroides, utilizando
distintas razas de hongos y bacterias, es un procedimien=-
to bien conocido, que ha sido utilizado comercialmente

durante los pasados afios. Por ejemplo, se ha dado a cono-
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cer el uso de hongos-del orden Mucorales para la 11-hidroxi

lacidn de distintos esteroides. En general, alguros de es-~
tos hongos introducen un grupo 11 <hidroxilo y algunos
otros del orden Mucorales, familia Mucoraceze, tales como
Cunminghamella (blzkeslequeana, bainieri, elegans,
echimulata), introducen un grupo 11P-&ﬁdroxilo. Varias
patentes y publicaciones han indicado que otras familias

y especies de hongos y bacterias, poseen también la pro-
piedad de introducir el grupo 11-hidroxilo como por ejemplo,
curvuleria, Streptomyces, eie.

En general, los rendimientos obtenidos con los
procedimientos expuesitos anteriormente, no han side cuan-
titativos y raramente exceden el 50% de estercide 11=-hidro
xilado, basandose en el material de partida, aunque en al-
gunos cesog utilizando piertos esteroides especificos Yy
cultivos, los rendimientos han sido algo mayores que esta
centidad. Se han expuesto varias teor{as para explicar es-
tos rendimientos bajos, y es sebido, por ejempleo, que en
muchos cagos se han producido reacciones secunderias en
la formacidn de productos 6-hidroxilados, productos 15~hi
droxilados y productos poli-hidroxilados. Ademds, en slgu-
nos casos, se hen producido tembién cadenas laterales y
otras degradaciones de esteroides, Estas reacciones secun-
darias no solo han reducido los rendimientos del esteroide
deseado, sino que den luger también a mezclas de productos
que son muy diffciles de separar.

Segin el presente invento, se ha hecho el sor-
prendente descubrimiento de que si se afiade una cierta can
tidad de sulféxido de dimetilo al medio de fermentacidn,

se produce un efecto significativo en el proceso de 11-hi
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droxilacidn. No es posible anticiper una teor{a verdadera
para explicar este efecto sorprendente y beneficloso. Es
posible, que el sulfdxido de dimetilo cambie lo selectivi-
dad a velocidad del transporte del esteroide y/o enzimas

a través de la membrana o tejido celular. Es posible tem=
bién, que el efecto significativo observado, sea detido a
una inhibicidn de ciertas enzimas o puede ser que se pro-
duzea el crecimiento selectivo de hongos y/o bacterias,
que favorece la reaccidn de 11-hidroxilecidn = costa de
las reaceiones secundarias. Ademds, el sulfdxido de dime-
tilo puede syudar a la extraccidn del esteroide del mice—
lio. As{, se ha observado que si a un caldo de fermeunta-
cidn que ineluye Cunninghamella blakesleans, se afiade de
1% & 50% de sulfdxido de dimetilo y si luego se afizde a
este medio de fermentacidn el esteroide y la mezcla resul-
tante se incuba duranie un periodo de 4 a 48 horas, se Pro-
duce un mayor rendimiento del esteroide 11[ -hidroxilado
aumentdndose también la produccidn total de esteroide.
Ademds, una investigacidn de los productos de la reaccidn
anterior, indica que hay una reduccidn en la cantidad de
productos que tienen grupos hidroxilo en lugares distintos
de C=11, ¥y hay también una reduccidn de los productos de
reacclones secundarias que entrafian la degradecidn de las
cadenss secundarias de esteroide en C=16 y/o C=17,

La presente reaccidn se ha encontrado es espe=-
cialmente conveniente pare la fermentacidn del compuesto
"g" de 6ol~fluoro-16,1T-acetonida,

Por tanto, puede estaeblecerse, gue en general el
presente invento demestra que el sulfdxido de dimetilo,

utilizado en fermentaciones de tipo esteroide que tienen
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como objeto la produccidn de esteroides 11-hidroxilados,bA
tiene un efecto my significativo y puede usarse en con-
centraciones de 1% sproximadamente del caldo de partida
total a 50% aproximadamente. Sin embargo, puede apreciarse
que estas concentraciones para obtener el efecto Sptimo,
pueden ser diferentes para los diferentes tipos de fermens
tacidn. El porcentaje opbtimo de sulfdxido de dimetilo pare
las especies Cunninghamella blakesleeana y para la fermen—
tacidn del compuesto "S" 6ot -~fluoro-16,17-acetonida, es
de 10% aproximadamente., Por otra parte, ain con esbas mis-
mas especies, si el esteroide que se fermenta es el com-
puesto "S", da Optimos resultados otra concentracidn del
sulfoxido de dimetilo dentro del intervalo general expues—
to anteriormente. De forma similar, si se emplea sul<dxido
de dimetilo en fermentgciones gue usan otros esteroicdes
conocidos y otros cultivos, pueden ser mds efectivas otras
concentreciones para sumentsr la obtencidn de productos
1{-hidroxilados.

Esencialmente, cualquier compuesto esteroide que
contiene de 18 a 27 dtomos de carbomo inclusive, que no
esté sustituido en C-11, puede usarse como material de
partida para el procedimiento del presente invento. Asi,
los materiales de partida pertenecen especialmente, a las
series del androstano, extrano, pregnano, colestano y
sapogenina. Todos ellos poseen un grupo ceto o hidroxilo
en C=3, 0 pueden no estar sustitufdos en dicha posicién
y pueden ser saturados o no saturados. Puede haber dobles
enlaces en C=1, C=4, C=5, C-6, C-16, etc. o combinsciones
de los mismos. Tembién pueden estar presentes una gran

variedad de sustituyentes en una 0 varias posiciones de
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la moléeula esteroide y particularmente, dtomos de halogeno
en C~2, 6,16 y/o 21; grupos elquilo en C-2, 4, 6, 16, 1T,
ete.; grupos alquilidenedioxi en C-16ce, 17ocx, etc. Pue—
den estar presentes también, otros sustituyentes en C-1,

2, 4, 6,7, 12, 14, 15, 16, 17, 19 ¥y 21.

Ejemplos de materiales de partida apropiados son:
testosterona, 19-nor-testosterona, 17 ol-metil testostero-
na, 170%-vinil-testosterons, 17o& -etinil-19-nor-testoste
rong, dihidrohalotestosterona, 2-hidroximetilen-17 <& -metil-
-dihidrohalotestosterone,,g -androsteno~-3f>, 17 [+ -aiol,
4$?~androsteno—3,17-diona, progesterona, 17 o -hidroxi-
progesteronsa, 17cﬁ'~acetoxi—progesterona, pregnenolonsa,
alopregnenolons, 6o¢-metil-17 X -hidroxi-progesterona,

6 ~fluoro-17X ~hidroxi-progesterona, 6-cloro-6-dehidro-
17ToL ~hidroxi progesterona, 21-fluoro-progesterona, 3-des
oxi-progesterona, 19-nor-progesterons, desoxi-corticoste-
rona,;éz ~pregneno-17 ¢~ -21-diol-3,20~dione (compuesto
"S") 6ok -metil "S", 6ot ~fluor "S", 6ot -cloro "S", 16cx-
-metil "S", 16 {5 -metil "S", 16 ok ~hidroxi "S", 16o% ,
17~ -acetonida de 16 ©« ~hidroxi "S", 6 O% —F£luoro-16ow -
-metil "8", 16oc , 170¢ -acetonida de 6 ~fluoro-16°¢ -
-hidroxi "g", 135- -pregnenoc-3 @ y 1705 , 21-triol-20-ona,
6,16 o« -dimetil "S", alopregneno-3 8 , 1T, 21-triol-
20~ona, alopregneno-17 o« , 21-diol-3,20-dions, 16 O~ =
metil-alopregnano-17o< , 21-3i0l~3,20~dions, 1-dehidro
"s", 6-dehidro "S", 1-dehidro-160¢ -metil "s", 1,6-big
dehidro, "S" 6-fllior~16t><.—metil—1-dehidro "s*, estrona,
egtradiol, colestercl, colestenona, dcidos colanicos,
diosgenina, tigogenina, etc.

Como se indicd anteriormente, los microorganis-—
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mos utilizados en este procedimiento son los descritos en

le literature pare efectuar la 11 w  11(5) -hidroxi
lacidn. Estos microorganismos son hongos o bacteries.

Los hongos wutilizados, pertenecen a lag clases
Phycomyceteae, Ascomyceteae, Basidiomyceteae y Fungi
Imperfectis

Los Phycomycetos mds utilizados corrientemente,

para la 1i-hidroxilacidn, pertenecen sl orden Mucorsles,
familia Mucoraceae, especialmente las especies gue perte-
necen al género Absidia o Rhizopus, tal como por ejemplo,
Abgidia glauce, Rhizopus nigricans y Rhizopus arrhizus,
0 a la familia Choanephoarscese, perticularmente, el géne-
ro Cunninghamells; especialmente efectivas son la Cunning
hamella blakesleans, Cunninghamella bainieri, Cunringhame
1la elegans y Cunninghamella echimlata.

Los ascomicetos utilizados para este tipo de
reaccidn, pertenscen a los Ordenes Hypocreales,
Sphaeriales y Burotiales, tales como por ejemplo Giberella
fujikuroi, Neurospora sitophilae y Eurotium chevalieri
respectivamente,

Losg Basidiomicetos utilizados para la 11-hidro
xilacidn, pertenscen particularmente al orden Agaricales,
familia Agaricaceae, del gémero Psilocybe, Stropharie y
Conobybe, ¥y especificamente las especies Panaeolus
canmpamulatus y Psilocybe caerulescens., Var Mazatecorum.

Ejemplos de Fungi Imperfecti apropiados utiliza=-
dos en muestro procedimiento, sons
Curvularia lunate,

Fusarium moniliforme y oiras especies Fusariumn,

Stachylidium bicola,
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Helmintosporium sativum,

Cephalotecium roseum,

Pestalotia foedans,

Dactylium dendroides,

Aspergillus ochraceus,

Aspergillus niger y otras especies de Aspergillus,
Penicillium chrysogenum,

Penicillium notatum,

Penicillium nigricans,

Penicillium roqueforti y otras especies de Penicillium,

. Spondylocladium australe,

Arthrobotrys superba,
Especie Coniothyrium,
Egpecie Pycnosporium,
Especie Rhodoseptoria,
Trichothecium roseun,
Stachylidium theobromae y
Especie Epicoccum,

Otros microorganismos, que pertenecen a las
bacterias (orden Actinomycetales) ¥ especiglmente la es—
pecie Streptomices, tal como el Streptomices fradiae,
pueden usarse también en miestro procedimiento.

Los medios de cultivo utilizados para el proce-
dimiento objeto del presente invento, contienen princi-
palmente une fuente de carbono, una fuente de nitrdgeno,
factores cooperantes y compuestos inorgdnicos.

Ejemplos de fuentes de carbono, son: hidratos
de carbono, teles como glucosa, meltosa, manosa, dexirosa,
lactose, sacerosa, galactosa, melazas y semejantes;

polialeoholes, tales como glicerina, manita y semejantes,
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almidones, etc. ) A

Fuentes adecuadas de nitrdgeno orgdnico son las
proteinas vegetales 0 animales, teles como harina de soja,
harina de maiz, lactoalbumina, caseina, pectonas, amino-
dcidos o productos comerciales, tales como Phytone (di-
gestivo enzimdtico de harina de soja) Casitone o Edamine
(hidrolizados de lactoalbumina), Micophil (proteina de
soja), Mutriente L-1 (hidrolizado de lactoalbumine
Scheffield Frams, Norwick, N.Y.) N.Z.- amine (hidrelizado
pancredtico de caseina, Baltimore Biol, Ieb., Balbimore,
Md.), y otros productos simileres. Pueden usarse también,
como fuentes de nitrdgeno, diferentes nitratos o sales
aménicas, teles como nitrato sddico o potdsico, nitrato
emdénico, sulfato aménico, soluciomes de hidrdxido aménico,
urea, etc.

Tos constituyentes minerales estdn presentes en
forma de sales, especialmente cloruros, fosfatos y sulfa-
tos de sodio, potasio, hierro, mangeneso, etce.

Como factores cooperantes pueden mencionarse
extracto de levedura, cocimientos de patate, vitaminas,
ete,

En genoral, 1los medios de cultivo liguidos uti-
lizados en este procedimiento, son los utilizados en el
procedimiento conocido y varian segin el microorganismo
oxigenante.

Bs también conveniente, adicionar un agente
antiespumante, tal como por ejemplo, silicona, aceites
glicdridos y ceras, aceite de soja, aceite de ricino,
aceites sulfonados, aceites minerales, y semejantes. EL

pH del medio de cultivo se ajusta al pH dptimo necesario

-8 =



10

15

20

25

30

324173

para el desarrollo de cada microorganismo.

Para practicar el procedimiento del presente in-
vento, para un crecimiento miceliar del organismo oxigenan
te que se obtuvo después de la incubacidn de un cultivo
del mismo en el medio liquido apropiado, durante un perio=
do de tiempo de 6 a 48 horas, preferiblemente durante 24
horas, se aifiade cuidadosamente la cantidad deseuda de
sulféxido de dimetilo, teniendo cuidedo de gque le tempe-
ratura del medio no exceda de 282C. aproximadamente. Al
total, se sfiade & contimacidn, el esteroide usado ~omo
substrato , o en forma sdélida o disuelto en la minima can-
tidad de un disolvente tal como etanol, dioxano, acctona,
etc. Alternativamente, el esteroide a hidrolizar, pusde
disolverse en una pequefia cantidad del sulféxido ds dime-
tilo celculado, necesario para tener la concentracidn
deseads en el medio. Una vez, aiiladido el esteroide, se li-
mita la incubacidn durante un periodo de tiempo de 4 g
48 horas, segin el substrato y tomando periodicemente can-
tidades alicuotas que se analizan por cromatografias sobre
paypels

Cuendo se completa la reaccidn, la mezcla se
extrae con dos veces su volumen de un disolvente orgénico
no miscible con agus, tal como éter, dicloruro de metile-
no, acetato de etilo, y semejantes, utilizando preferible-
mente dicloruro de metileno, ¥y el extracto orgénico se
lava varias veces con agua para eliminsr el sulfdxido de
dimetilo, volviendo a extraer los lavados combinados con
dicloruro de metileno pars eviter la pérdida de esteroide.
El extracto combinado se seca, se evapora a sequedad y

se purifica por los métodos usuales.
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Serd obvic para el especialista en la técuica,

que este procedimiento puede efectusrse también utilizan—
do en vez de un cultivo del microorganismo, una solucidn
de las enzimas producides por é1 o con une suspensidn de
esporas. '

Los siguientes ejemplos sirven para ilusirar el
invento pero no tienen le intencidn de limitarlo:

EJEMPT.O 1

Se prepard un cultivo de Cunninghamells
blakesleeans ATCC 8688b en cinco matraces Erlemmeyer de
1 1itro, que contenfan cada uno 200 cc. de un medin de
cultivo de la siguiente composicidn:

Haring de 8032 +.vvvevrcncsens

Extracto de levadura ("Difco").

Kz}IPO4 -oo.ccoo-.,ftauootilltoo

A BN B 62 BN 4]

NaCl 0P S8BT OEBRN ORI PPOININIAQAODES

08 08 (3 & 02

Cerelose (Glucosa comercial)... 20

Agua destilada hasta completar. 1 litro

El pH de este medio de cultivo se ajustd a 7,2.

Después de 24 horas de crecer a 28-30°C, con

aireacidn y agitacidn (250 r.p.m.), el contenido de los
matraces, se combind y se afiadid¢ a un fermentador de ace-
ro inoxidable de 14 litros de capacided que contenfa 4
litros del mismo medio de cultivo y 10 g de silicona A
como agente antiespumante, A continuacién, Se afiadieron
cuidedosamente, 500 cc. de sulfdxido de dimetilo (10% en
volumen) mientras se mantiene la temperatura por debajo
de 282C, y 500 miligramos de 6 & -fluor-16cX , 17 A -iso
propilidendioxi- A/ -pregneno~21=-01=-3,20-diona, disueltos

en 50 cc. de etanol al 95% y la incubacidn se realizd s
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le misma temperatura con agitacidn (273 r.p.n.) y airea-
cién ( 1 vol/1/min) durante 12 horas mds, Al final de es-
te tiempo, el producto se extrajo tres veces con cloruro
de metileno y el extracto orgdnico se lavd varias veces
con agua para eliminar el sulfdxido de dimetilo, volviendo
a extraer los lavados para evitar pérdidas de estsroide,
Los extractos combinados, se secaron sobre sulfato sédico
anhidro, y se evaporaron a sequedad a presién reducida.
El residuo sdlido se purificd por cromatografia en gel de
silice-celite, obteniendo as{ 6of ~fluor-16cX, 17e4 -isgo-
propilidendioxi—ﬁ;4 —pregneno~11 F5 921=diol=3,20-dj.0na
(acetonida de 6O -fluor-16cX ~hidroxi-hidrocortisora) en
forma pura, idéntica a una muestra suténtica con un rendi-
miento del 78%.
EJEMPLO IX

Se repitid el ejemplo anterior, pero omitiendo
el sulfdxido de dimetilo. En este caso, se obtuvo la ace-
tonida de 6O ~fluor-16e¢ ~hidroxi~hidrocortisona, con un
rendimiento del 30-40%,

BEJEMPLO IIT

En el método del Ejemplo I, el mismo tiempo de
incubacidn se redujo a 6 horas, para obtener la acetonida
de la 6k =fluor-16 & ~hidroxi-hidro-cortisona, con un ren-
dimiento del 68%,

BEJEMPLO IV

En el método del Ejemplo I, el tiempo de incuba-
cidn se redujo a 8 horas, obteniéndose asi el compuesto
115 -hidroxilado, con un rendimiento del 727%.

EJEMPIO V

Se repitid el Ejemplo I pero afiadiendo 25% en

- 11 -
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volumen de sulfdxido ‘de dimetilo, para obtener la acetoni-
da de la 6o(.—fluor—160( ~hidroxi~hidrocortisona, con un
rendimiento del 50%.

En otro experimento, se utilizeron cantidades
iguales del medio de cultivo y sulfdxido de dimetilo, ob-
tenidndose asi el producto hidroxilado con un rendimiento
del 40%.

EJEMPIO VI

En el método del Ejemplo I, el tiempo de incuba-
cidn se alargd a 12 horas, para obitener la acetonida de
la 6X ~fluor-16X ~hidroxi~hidrocortisona, con un rendi=-
miento del fO%.

EJEMPLO VII

Segin el método deserito en el BEjemplo I, los
compuestos mencionados a continuacién, como I, se incuba-
ron con un cultivo de Cunninghamella blakesleeana ATCC
8688b en presencia de 10% en volumen de sulfdxido de dime-—
tilo para producir los correspondientes compuestos 11 -

hidroxi que se indican en II:

I 1T

Compuesto "S" Hidrocortisona

Acetonida de 160X ~hidroxi-~ Acetonida de 16 -hidroxi-
ugn hidrocortisona

6 K —fluor- A"’-pregneno- 6 =fluor-hidrocortisona
17X ,21=-diol-3,20-diona

6 X —cloro-& -pregneno- 6 X =cloro-hidrocortisona
17k, 21-diol-3,20-diona

6 ok ~metil /\*-pregneno- 6 ¢X -metil hidrocortisona

1THA N 21-diol~3 3 20~diona

16 ¢, —metil 4--pregneno--
178 ,21-diol-3,20-dione 16X -metil-hidrocortisona
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I

16 (0 -metil- A*_ o neno-
17X ,21“‘1101"3,2026.1%2&

6 o -fluor-16e ..me-tj'_l..A4_

pregneno-17e{,21.di01-3 420~
dlona

6 o ~fluor~-16 f5 -metil—A4~
pregneno-17¢X,21-qiol~3,20=-
diona

Progesterona

170l -hidroxi-progesterona

6 A -metil-17eX -acetoxi-
progesterona

6
Acetato de 6-cloro- N -
prenadien-17X -0l~3,20~-diona

Al 14 pregadieno-17K ,21-
diol-3,20~diona.

6 ~f1luor-~ A1 ’4-pre gnadieno
-17 o -21-@1i0l~3,20~diona

6 A ~Fluor-16 X ~metil-L\ 14
pregnadieno-17¢( ,21~-diol-3,20
-diona. )

14
6 X -fluor-16 P-me'hil-A I
pregnadieno-17c{ ,21~diol~
3 y 20—diona.
Testosterona
17c¢ ~metil-testosterona
17 o ~etinil~19-nor-testog
terona
Estrona
Colestenona
Diosgenina

Tigogenina
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16 f5 ~-metil-hidrocortisona

6 of ~fluor-16of -metil~hidro
cortisona,

6 X ~fluor-16 I°D -metil—
hidrocortisons

11 p-hidroxi progesterona

11 p~17€-d1hidroxi-proge ste
rona

6 O wmet11-11[d-hidroxi-17e
-acetoxi progesterouna

4,6
17-acetato de 6-clorold ~mreg
padien-1 16 ,17(~-diol-3,20~

Af'gpre gnadieno-11 P, 17X,
21-triol-~3,20~diona.

6X ~fluor-A1? 4-pregnadie-
no-11 170X, 21-trisl=-3,20~
diona. 1.4

?
6 X -fluor-16(-metil-A-
pregnadieno-11[2,17¢ ,21-
triol-3,20-diona.

. 1,4
60k fluor-16 P -metil-A\ -
pregnadieno~11 P ,17AK ,
21-triol-3,20~diona
11 [5 ~hidroxi~testosterona

17 oA ~metil-11(> ~hidroxi
testosterona,

17 ¢l —etinil-11 [ -hidroxi-~
19-nor-testosterona.

11 rJ -hidroxi estrona
11 |‘3 ~hidroxi colestenona
11 f5 -hidroxi diosgenina

11 [ ~hidroxi tigogenina.
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EJEMPLO VIII

Sometiendo a la 6of =fluor-16c 317¢x =-isopropili-
dendioxi-A4'-pregneno—21-01-3,2O—diona a la 11 ‘5 ~hidroxile-
cién con Cunninghsmella bainieri, Cunninghamells elekans,

o Cunninghamelle echinulata, segin los procedimientos co-
nocidos y en condiciones spropiedas para los respactivos
microorganismos, pero introdusiendo 10% en volumen ¢ sul-
féxido de dimetilo, segin el procedimiento del Ejemplo I,
gse obtiene en cada caso, 6 ~fluor-16c{ ,17cX =-isopropili-
gendtoxi-At=prognenc-11 [5 ,21-a101-3,20~dlona, con rendi-
mlentos comparsbles a los descritos en el Ejemplo I.

EJENPLO IX

La 6 =fluor«16x 17X -isopropilidendioxmig;4-
pregneno-21~ol-3,20-diona, se somete a 1[5 ~hidroxilucién
por incubacidn con un cultive de Cumninghamella blakesleeans,
segin el procedimiento del Ejemplo I, utilizendo sin embar-
g0, 250 cc. de sulféxido de dimetilo (5% en volumen). Al
completar el itratamiento, como se describié anteriormente,
se obtiome 60X ~fluor-16of ,17{ ~isopropilidendioximAt-
pregneno~11f5 ,21-di0l-3,20~diona con un rendimiento apro-
ximedo del 70%,

EJEMPIO X

Se preperd un cultivo de Rhizopus nigricans ino-
culando un medioc acuoso que contenfa 2% de pectona y 5% des
Jarabe de meiz con un producto vegetativo del cultivo ante-
rior en el mismo medio y mgitando a 283C con sirescidén, du-
rante 24 horas. |

A 340 ce. de este cultivo, se afiadieron a conti-
nuacién lentamente, 30 cc. de sulféxide de dimetilo, man-

teniendo mientras la temperature alrededor de 282C, y 100 mg
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de progesterona disueltos en 4 co.de sulféxido de dimetilo,
ngltdndose la mezela con aireacidn e 282C, durante 24 horas
mds, E1 producto de esta incubascidn se extrajo varias veces
con cloruro de metileno, se lavé el extracto con sgua, se
secd sobre sulfato sédico anhidro y se concentrd a un pe-
quefio volumen a presién reducida,

Los extractos concentrados se adsorbieron en una
columns preparada con 20 g de gel de sf{lice y 20 g de ce-
lite, lavada previamente con cloruro de metilenoc. Lse elu=-
cién con una mezcla de cloruro de metilenmo-ascetoma 89420 y
eristalizacidn, did 11o( ~hidroxi progesteroms con un ren-
dimiento del 75%.

EJEMPLO XI ,

Una raza de Curvularis lunate ATCC 13,935 se
cultivé en un medio glucosas-sgar de Sabouraud (Difco). E1
producto obtenido despuds de imcubacidén durante una semans
a 259C, se suspendié en 5 cc. de agus esteril, Esta suspen-
8ién se dividid en cinco porcionee de 1 cc., oada uns de
las ousles se emplearon para inocular 5 matraces Erlenmeyer
de 250 cc. de oapacidad; gue contenfan cada uno 50 cc. de

un medio de cultivo de la siguiente composicidn:

Glucosa 20 g
(NH#)ZHP04 58 6
NaN03 18
KZHPO4 1¢
MgSO4.7HQO 0,2 g
KC1 0,5 g
ZnSO4 trazas
Feso4.7H20 trazes

Agua destilada hasta completar 1 litro.

-15 -
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Los cultives se incubaron con agitacidn rotato-
ria durante 72 horas a 252C, Bl producto se homogeneizd
durante un minuto en un mezclador Waring; porciones de 2 cc.
de la suspensidn asi obitenida, se emplearon para inocular
100 matraces Erlenmeyer conteniendo la misma cantidad del
medio descrito anteriormente. Las mezclas se incudaron
durante 24 horas con agitacién rotetoria a 252C¢ y 280 r.p.m;
a cada matraz se afiadieron 5 cc. de sulféxido de dimetilo
y 50 mg del compuesto "S" disueltos en 2 cc. de etanol al
95%, contimidndose la incubacidn en las mismas condiciones
durante 24 horas. Se combinaron los contenidos Ge los ma-
traces y se extrajeron con cuatro porciones de cloruro de
metileno. Bl extracto combinado se lavd blen con agua para
eliminar el sulfdéxido de dimetilo, se secd sobre sulfato
sédico anhidro y se concentrd a temperatura baja hasta un
volumen de 25 cc. Esta solucidn se adsorbid con 4 g de gel
de s{lice y se eluyd con cloruro de metileno-dter (9:1)
para obtener hidrocortisona con un rendimiento del T5%.

EJEMPIO XII

Un cultivo de Pgilocybe caerulescens Var.
Yazatecorum, (Heim) ATCC 13964, se mentuvo por transferen-
cia en serie cada dos semanas,en un medio micéfilo de agar
o malta=-agar, incubando a una temperatura de 25-282C.

Bl producto obtenido en un tubo inclinado de
agar, se suspendid en 10 cc. de agua estéril; 2 cc. de es-
ta suspensidn se usaron para inocular un matraz Erlenmeyer

conteniendo 200 cc, del siguiente medio de cultivo:

Phytona 2 g
Dextrosa 2 g
Agua hagta 200 cc.

- 16 -
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Los cultivos se incubaron con agitacidn rotato-

ria (200 r.p.n.) a 25-282C durante 3 dfas; el micelio asi
obtenido se dispersd utilizando un mezclador. Se inocula-
ron 20 cc. de la suspensién microbiena asi obtenida a cada
uno de 10 matraces Erlenmeyer de 1 litro conteniendo ceada
uno 200 cc. del mismo medio de cultivo incubdndose a con-
tinuacién durante 24 horas mds. A cada matraz se afiadieron
a continuacién lentamente 10 cc, de sulféxido de dimstilo.

A cada matraz se afladieron 50 mg de 3,21~diaceta
to dezﬁss-pregneno-3‘%,17c%,21-triol—20-ona, continudndose
la agitacidén con aireascién durante 48 horas mds, a 1o mis-
me. temperatura. El contenido de los matraces se combind
y extrajo varias veces con cloruro de metileno, lavindose
el extracto con agua, secdndose sobre sulfato sédico anhi-
dro y evapordndose a sequedad a presidn reducida. El re-
giduo se adsorbvid en una columna cargada con 12 g de gel
de sflice y 12 g de celite, obteniéndose asi 1a A pregne—
no=-11e¢ ,17L ,21-triol-3,20-diona, p.f. 217-2192C. idén-
tica & una muestra auténtica de "S" de 11-epi "FM,

EJEMPLO XIIT

El producto vegetativo de Gibberella fujikurol
(Pusarium moniliforme), ATCC 11161, obtenido después de una
semane de incubacidn a 259C en un tubo de ensayo inclinado
conteniendo un medio de dextrosa de patata-agar, se suspen-
did en 10 cc. de agua estéril, A continmacidn, se usé 1 cc.
de esta suspensidn para inocular 10 matraces Erlenmeyer
de 1 litro, conteniendo cada uno 200 cec. de solucidn de
Czapek suplementazda con 0,05% de extracto de levadura, Los
matraces se agltaron en presencia de aire en condiciones

sumerglidas (los agitadores rotatorics girando a 150 r.p.m.)

-17 -
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durante 18 a 21 horas, para obtener una produccidn abundan-
te del microorgeniemo. 4 continuacidn se afiadieron a cada
matraz 15 cc. de sulfdéxido de Aimetilo, memteniendo la
temperatura a 25-282C y 50 mg de 6cX —fluor-16ex ,17X =
isoPropiliden—dioxi—zﬁg-pregneno-z1-01-3,20 diona, reali-
zdndose la incubacién durante 18 horas mds en las mismas
condiciones. A continuacidn de este periodo de inzcubacién,
el contenido de los matraces se combind y luego se 2xtrajo
varias veces con cloruro de metileno. Bl extracto se lavd
bien con agua, se secd sobre sulfato sddico anhidro, y se
evapord a sequedad a presidn reducida. Bl residuo se disol-
vid en cloruro de metileno, se adsorbid en una columna cer=-
gada con 15 g de gel e silice y 15 g de celite. Se encon-
tré que las fracciones eluidas de la columna con Ster y
éter-acetona (90/10), contenfan 4C0 mg de 6% ~fluor-16X ,
17CX.—isopropiliden dioxi-zﬁf-pregneno-11c* y21=-34101-3,20-
diona, idéntica a una muestra auténtica.

Esta solicitud, que corresponde a la presentada
en Gran Bretafia el 15 de Marzo de 1965, bajo el nﬁmero
10791/65, se acoge a los beneficios del Articulo 51 del
vigente Estatuto sobre Propiedad Industrial.

- 18 -
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Ios puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que gean objeto de esta Patente de Inven-
cidn en Espafia, por VEINTE afios, son los siguientes:

1.~ Un procedimiento para obtener esteroides
11-hidroxilados que comprende incubar el correspondiente
esteroide 11 desoxl con un microorganismo capaz de =2fec-
tuar dicha hidroxilscidn o con las enzimas producidas por
€1, en presencia de sulféxido de dimetilo.

2.~ Un procedimiento segdn la reivindicaciédn 1,
en el cual el esteroide es un miembro de la serie androsta
no, pregnano, estrano, colestano o sapogenina y la incuba-
cidn se realiza en un medio 1lfquido durante un periodo de
4 a 48 horas,

3+~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,
en el cual la cantidad de sulfdxido de dimetilo usado es-
t4 entre 1% y 50% del volumen total del medio de cultivo.

4.~ Un procedimiento segin la reivindicacién 3,
en el cual la cantidad de sulfdxido de dimetilo usado es
un 10% del volumen total del medio de cultivo.

5.~ Un procedimiento segdn la reivindicacidn 1,
en el cual el microorganismo oxigenante pertenece al
género Cunninghamella.

6.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,
en el cual el microorganismo oxigenante pertenece al gé-
nero Rhizopus.

7.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,
en el cual el microorganismo oxigenente es Curvularis

lunata.
8.~ Un procedimiento segin la reivindicacidn 5,

- 19 -~
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en el cual el microorgenismo oxigenante es Cunnighamella
blakesleeana.

9.~ Un procedimiento segdn la reivindicazcidn 5,
en el cual el microorganismo oxigenasnte es Cunnighemella
bainieri.

10.= Un procedimiento segin la reivindicacidn 1,
en el cual el microorgenismo oxigenante es Fusarium
moniliforme.

11.= Un procedimiento para obtener 6glfa~Ifluoro-
16alfa,17alfa-150propilidenedioxi—Delta4-pregneno—11Beta,
21-4di0l-3,20-diona, que comprende incubar 6alfa-fluoro-~
16alfa,17alfa—isopropilidenedioxi-Delta4;pregneno-21—ol-
3,20-diona con un cultivo de Cunninghamella blekesleeana
ATCC 8688b, en un medio de cultivo liquido que contiene
sulféxido de dimetilo.

12.,~ El procedimiento de la reivindicacién 11 en
el cual el medio de cultivo liquido contiene aproximadamen-—
te 10% de sulfdéxido de dimetilo.

13.~Un procedimiento para obtener esteroides
11=hidroxilados.

Tal y como se ha descrito en la HMemoria que an-
tecede, y con los fines que se han especificado.

Esgta Memoria consta de veinte hojas escritas
POr una sola cara.

yasrsa, 30 ABR 196

P.A.

‘@W&
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