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RAN 4104/39

PATENTE
DE
INVENCION

por "UN PROCEDIMIENTO PARA PRODUCIR 11BETA-HIDROXI-9BETA,lOALFA~
~ESTEROIDES", a favor de la firma suiza F. HOFFMANN-LA ROCHE
& CIE, SOCIETE ANONYME, domiciliada en BASILEA (Suiza).

MEMORIA DESCRIPTIVA

Tate invenso wse veficre o un procedimiento para
la preparacién de 1lbveta-~hidroxi-9beta,lOalfa-esteroides y
de sus égteres. Mds varticularmente, el invento se refiere
a un método pera introducir el grupo 1lbeta~hidroxilico en
un 9beta,lQalfa-esteroide insubstituido en la posicién 11,
valiéndose de microorganismos de los grupos taxondmicos Fungi
0 Schizomycetes., El llbeta-hidroxi-9beta,l0alfa~esteroide

'd . . . ® .
asi obtenido puesde luego, si se desea, someterse a esterifi-

.’
cacion.

Se ha descubierto mediante esta invencidn que ciertos
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microorganismos de muestras de terreno, de animales o de sus
excrementos son capaces de introducir un grﬁpo 11beta-hidroxi-
lico en 9betaJOolfa~esteroides. Estos microorganismos pueden
utilizar los 9beta,l0alfa-ecsteroides como Unica fuente de car-
bono o gon capaces de tolorar estos esteroides en presencia de

otras fuentes de carbono asimilables,

Los wnroductos del procedimiento de este invento puo-

den representarse por la Férmula general

(1)

en la que Rl, RE, R4, R6, R7 \'g R16 son cada uno,
cuendo se toman solos, hidrdgeno, haldgeno de un

4 A . .
numero atomico de 9 a 35, inclusive (es decir, fluor,
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cloro o bromo), eciano, hidroxilo, aciloxilo o aciltio
hagtc unos 20 Stomos de carbono, alecoxilo o alkiltio
hasta unos 10 JStomos de carbono, aralcoxilo o aral-
kiltio hasta unos 10 Stomos de carbono, oxicicloali-
fatico o tiocicloelifdtico hasta unos 10 dtomos de
carbono e hidrocarbilo alifdtico hasta unos 7 Atomos
de carbono; R os hidrégeno o haldgeno de un nimero

R;?alfa

' 14 . - . .
avomico de 9 a 35, inclusive; , cuando se

. ’ . . . .
toma solo, es hidrogeno, hidroxilo o hidrocarbilo
ol ’ 17beta
alifcotico hosta unos 7 stomos de carbono; R 7 ,

cuando se toma solo, ¢o acetilo, hidroxiacetilo,

»

el . . . 4
hidroxilo, aciloxilc hasta unos 20 atomos de carbono,
slcoxilo hasta unos 10 &tomos de carbono, aralcoxilo
hasts unos 10 diomos do carbono u oxicicloalifdatico

il

. ’ . .
nasts unos 10 sctomos de carbono; ¥y es hidroxilo

. o o 7’
o nelloxilo hasta unos 20 stomos de carbonos,

2

¥

Tz 1incas de trazos entre C; y Gy ¥ enmtre Cg ¥ C,
representon cnlaces de carbono-carbone simples o dobles. ILas
lineas de trozos que van o subgtituyentes en el nicleo ciclo-
pentafenantrénico indican gue los subgtituyentes se hallan

en la oricntacidn alfas las lineas continuas indican que los
substituyentes se hallan en la orientacidn beta; y las 1litneas
onduladas indican que el substituyente puede estar en orienta-

cidn alfa o bota,
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Commuestos preforidos dentro del smbito de la f£drmu~
la I son zquelios en los que Rl; RZ y R4 son cada uno hidrége»
nos RG, R7 ¥ R16 son hidrézeno, halégeno (especialmente,
fluor),la il hasta unos 3 dtomos de carbono (en especial,
metilo), hidroﬁcilos aciloxilo, alecoxilo, aralcoxilo u oxici-
cloalifdtico, siendo hidrdgeno unc por lo menos de los simbo-
loss v Rg, pl7alfa ¥ R;?beta tienen el significado que se les
ha atribuido antes. Se prefieren en especial los productos

en los que Rl, R?, R4, Rs, R7 v 316 son todos hidrdgeno.

Con la expresidn "ezciloxilo® se significa el radical
deido de un Feido corboxflico con 1 & 20 dtomos de carbono 2pro-
ximedamente, monocbdsico o dibdsico, saturado o insaturado,
alifdatico. cicloalifdatico, aralifdtico o sromdtico. Acidos
preferidos zon los que carecen de heteroitomos distintos de
oxigeno en forma de un grupo carbenilico o carboniloxilico.
plos de tales dcidos son el dcido férmico, el dcido capréi—
el Secido valiitico, el dcido estedrico,
el scide succinico, el deido maldnico, el acido cftrico, el
Acido benzoico y andlogos. Lo exprosion "aciltio" abarca los
radicales de lea dcidos tidlicos andlogos, tales como ol Acido

tiolacético, cl dcido tiolbenzoico, ete.

Los expreslones "alcoxilo", "aralcoxilo", “alkiltio"
y “aralliltio® abarcan los radicsles de alcoholes o tloles,
tales como metoxilo, metiltio, etoxille, etiltio, propoxilo,

. . » » . '
butoxilo sexelario, benciloxilo y analogos.
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Con la expresidn "oxicicloalifitico® se significa un
srupo cielosllkilico o cicloalkenilico, asi como sus deri-
vados de alkilo inferior 7 alcoxilo inferior. y los anélogos que
contienen oxigeno en Torms. de un enloce evereo. Los grupos
apropiados incluyen cielopentoxilo, oiclohexoxiloz ciclopentm~l~

—enoxilo, l-etoxiciclopentoxilo, tetrahidropiraniloxilo, ete,

Le expresidn "hidrocarbilo alifdtico inferior®
s F e s L o PR
incluyen grupos alkilicos, alkeuilicos y alkinilicos de
1 a unos 7 atomos de carbono, vales como metilo, etilo, propi-

lo, isopropilo, vinilo, alilo, 1- vy 2-metalilo, etinilo, propar-

gilo, etc.

Iog microorganismos gue son Utiles en el procedimien—
to de este invento son los de los grupos taxondmicos Fungi
¥ Schizomycotes, en especial los de los subgrupos Fungi imper-
fectl, Ascomycetes, Phycomycetes, Basidiomycetes y Actinomyce-
tales, Los ejemplos ilustrativos 4c microorgenismos especifi-
cos incluyen: Gliocladium catenulatum, Gliocladium roseum,
Helicostyluwn piriforme, Penicillium canescens, Mucor griseo-—
cyanus, Mucor corymbifer, Choanephors clrcinans, Nocardia
lurida, Stroptomyces rimosus y Stroptomyces fradiae. Pueden
emplearse tombién mutantes producidos por métodos_quimicos
(por ejemplo, por tratasziento com nitrito) o por métodos

fizicos (como irradiacidn).

e
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El proccdimiento de este invento se lleva a cabo
en condiciones semejantes o lag empleadas en procedimientos
conocidos antes para la Ffermentzcidn de los esteroides con

microorganismos,

Los microorgonismos utilizados conforme a este
invento pueden cultivarse en medios nutricios sdlidos o 1{qui—
dos, que contengan una fuente de nitrdgend asimilable, una

fuonte de carbono asimilable y sales inorganices,

Lag fuentes de nitrégeno agimilables apropiadas
incluyen compucstos animales, vegstaleg, microblianos e inorgé—
nicos, come cxitractores de carne, peptonas, maceracion de maiz,
extractos de levadura, glicina, nitrato s6dico, etc., 0 sus

mezclas,

Iee fuentes de carbono asimilables apropiadas
incluyen todos los aziicares y sus poll'meros7 como por cjemplo
almid'on, devtrina, sacarosa, malitosa ¥y glucosa, 1o mismo que
los aminoacidog, las proteinas, las peptonas, los dcidos
grasos, lazg grases y los esteroides, en especial los 9beta,lOal-

fa~estoroidos, asi como mis mezclas,

£l medio puede conten.r oligoelementos (presentes
por naturaleza o afiadidos) asequiblos a partir de ingredicntes

. . » . .
minerales u organicos. La prescnciz de hierro es particular~
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mente deseable. Tl azufre nuede hallarse vresente en forma de
compuestos orginicoz o inorgénicos que se hallen en otros

componentez del medio o pucde ofiadirse especialmente, Lo mismo
cabe decir del : bloro auague cn gencral se le administra en

. 7 .
Torma de una sal inorganica,

Segﬁn se requiera o se desce, pueden agregarse a los
mediog otros Ffactores o estimulantes del crecimiento, tales
cono vitaminaz (por ejemplo, biotine o piridoxiﬁa) 0 auxinas

’
S

(por cjemplo, feido indolilacdtico).

Toxo protegerlo de los infecciones, el medio puede
o 7 . . .
esterilizorse 7, adom2s, proveerse de materiales que inhiban
el dessrrcllo de microorganismos infectantes (por ejemplo,

. T
benzosntos antibidtices, ete.)

. . 4
intea de la inoculacion, es deseable ajustar ol pH
del medio en 1- escala de 4 anroximodsmente a 9 aproximadamens

’ .
te, segun el mioroorzunlsms que se caplee, Para la Nocardia
lurida, se nreficre un pH do 5 aproximadamente & 8 aproximada-
mente. Tl cultivo del micreoorgenismo puede realizarse de la

. ¢ s 10
manera ordinarun. gesun el tipo de Tungl o Schizomycetes que se
enplec. La Nocardia lurida, por ejomplo, se desarrolla a

18-402C, y de preferencia a 289C,

s A ~ . .’
El ¢steroide puede afizdirse a la preparsceion de
« 7’ . ) K] »
fermentacion en cualguicr estadio del desarrollo del microorga—

V- - . . 7 ] .
nismo o antes de la cstorilizacion del medio., Por lo gencral,




5

15.

20,

sin embargo, se deja al microorgenisme cierto periodo de desa-

rrollo previo y no se sfinde ¢l esteroide hasta pasadas 15 a

96 horas del princivio de la fermcntacién. E1 esteroide que

ha de fermentarse puede afladirse de cualquier manera convenien-—
te, pero de preferencia de modc que se produzcé una superficie

maxima de contacto entre ¢l esteroide y ol microorganismo. Por

ejemplo, ol esteroide puede dispersarse en el medio mecanicamen-
te o validndosc de a~cntes dispersantes, 0 bien se le puede

. o ’
afiadir en disolucidn en un disolvene organico (como acetona,

propilenglicol, sulfdxido de dimetilo, alcoholes, eic.).

T2 concentracidn del csteroide afiadido no es critica
Vs segﬁn la cdad de sultivo del microorganismo, pueden afiadirso

. . N e P
haste 1 a 2 g aproximcdamente por litre de solucion nutricia.

Pucden emplcearse las tdcnicas tanto de fermentacidn
sumergide, comc de fermentacidn superficial. Ldemds, la enzima
que hace fermentar los esteroides puede también gepararse del
cultivo micdtico o del medio nutricio y ponerse en contacto

. ’ 3 4 o
con el substrato de esteroide; en ausencia de celulas vivas,

Ia fermentacidn se ofcctia do ordinario éon el mismo
PH ¥ la misma temperatura que reguierce el microorganismo para
desarrollarsc, Sin embargo, en anlgunos casos lo temperatura
y/0 el pH dphimos pera el desarrollo pueden no ser Sptimos

siempre pars la hidroxilaecidn del esteroide.
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E1l ticimpo necegario pora la reaceidn del esteroide
fluectus algo scgﬁn 1z preparﬁcién fermentativa, el modo de ope~
racidn y el microorsanismos pero por lo gencral abarcs un
porfodo de 2 horas cproximndamente & 172 horas aprdximadamente.
El curso de lo reccoion puede determinarse pars ceda preparas
0idn fermentative por medio de los métodos analiticos usuales,
tales como cromatografia de capa delgada,; absorcidn ultravio-
leta, ete, Lo repidez de 1a rouceidn y el rendimiento de pro-
ducto pucden incrementorse inducicndo las enclmzs deseadas
antes de lc odicidn del esteroide. Como inductores enzimdiicos
puede emplcorse cualquier esteroide, aun los de la serie normal,
tales como el estradiol, 1z testosterona, ete. Sin embargo,

/

los inductores enzimaticos preferidos son los esteroides que
rosultan mig colubles en agua que el substrato que haya de
emplearse. Lo cantidad v el ticmpo de adicidn de los induc-
tores nc son criticos, aunque normalmente se afiade al medio

de 1% en peso aprozimadomente o 104 on peso aproximadamente del

esteroide empleando.

Otrc posibilidad parc cumenter el reqdimiento de
llbeta~hidroxi-gbeta,10n1fa~esteroides consiste en lz adicidn
de substancics citotdxicas, tales como el 2,4~dinitrofenol o
el cianuro poidsico, o de substzncias antibidticas, tales como
la cloromicetina, a la preparacidn fermentativa en que se

hallan ya les enzimog neceserizg pars la llbeta~hidroxilacidn.
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Terminoda 1 fermentacidn, se aisla de la preparacién
el csteroide fermentado. Un método especialmente ventajoso
para efectuar el aislemiento es lo extraccion por medio de un
disolvente pors esteroldes que sea inmiscible con el agua, tal
como el cloruro de metileno; el cloroformo, lo metil-isobutil-
~cetona, el tetracloruro de carbono, el éter, el tricloroetile-

no, los alcoholes, el benceno, el hexano, ecte,

La substancia celular puede separarse también con
los disolventes enumerados antes y extracrse asimismo por me-
dio de disolventes miscibles con el agua, como acetonas,
sulfdxido de dimetilo, alcohol etilico, etc. Ios esteroides
obtenidos de los extreoctos pucden purificarse por recristaliza~
cion, cromatograf{a o distribucidn en contracorriente y

separarse de los productos de fermentacidn no desecdos,

Log 1lbeta,lOalfa-esteroides producidos de acuerdo
con este invento pueden esterificerse con gcidos carboxilicos,
tales como deidos carboxilicos alifdticos, saturados o insa-
turados, de preferencia acidos alcancarboxilicos inferibres con
1 a 6 dtomos de carbono aproximadamente, en especial el dcido
acéticb, 0 scidos carboxilicos eromiticos, de preferencia
deidos carbox{licos aromaticos mcnonucleares, tales como ol

decido benzoico.
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Is esterificacidn puede llevarse & cabo por métodos
que son yz de si conocidos; por ejemplo, mediante reaccidn
del producto de la hidroxilreion con un derivado reactivo de
un aeido corboxflico, tal como el anhidrido o un haluro, en
presencia de bases toles como lo piridina, en cuyo caso pueden
esterificarse también log grupos hidroxilicos que se hallen
presentes adends del grupo llbeta~hidrox{lico. ILuego, los
grupos hidroxilicos primarios esterificedos, tales como un
Zrupo 21~hidroxilico, Pueden saponificarse parcialmente; por
ejemplo, mediante tratamiento con dleali débil, tal como solu-

L’ o . "
cion alcoholica de carbonato alcalino,

o acetilacion, que reprezenta una modalidad prefe—
rida de la estorificacion, pucdc cfectuarse, por ejemplo, por
medio de anhidrido acético/piridina o con acetato de isoprope-

nilo.

Los productoz de este procedimiento tienen gotivi-
dad hormonal, por ejemplo progestativa, anabolica 0 corbi-
coidal, Se los puede usar como medicamentos; por ejemplo,
en forme de preparad.es farmacéuticos que los contengan en
mezcla con un vehiculo farmacéutico inerte, organico o
inorgdnico, quc sea apto para aplicacién entérica o parenté-
rica, como, por ejemplo, agua, gelatina, lactosa, almidén,
estearato de magnesio, talco, aceites vegetales, gomas,

polialkilenglicoles, jalea de petréleo, etc, Los preparados
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farmacéuticos pueden presentarse en forme solida (por ejemplo,
de pastilles, grageas, supositorlos o cépsulas) 0 en forma
liquida (por ejemplo, de soluciones, suspensiones o emulsio-
nes). Se los puede esterilizar y/o pueden conten.r aditivos
tales como agentes de preservacién, de es%abilizacién, de
humectacidn o de emulsidn, sales para veriar la presidn osmé-

tica o amortiguadores, Asimismo pusden contener todavia otros

materiales de valor terapdutico.

In los ejemplos que siguen, las temperaturas se han
indicado en grados centigrados. Los espectros de resonancia
magnética muclear (NMR) se tomaron en deuterocloroformo, con

tetrametilsilano como patrén.

Te separacidn y la identificacidn de los productos
de la hidroxilacidn pueden efectuarse mediante cromatograf{a
de caph delgada, Una reaccidn de color apropiado pararla.
identificacidn es, por ejemplo, el rociado con dcido sulfirico
concentrads, scsuido por 3% dc vainilla en cetanol. Los
diveréos derivados esteroides dan, con el gcido sulfﬁrico,
una reaccidn do color al ser calentados. La coloracidn con
el segundo rociado es igualmentc caracteristica. He aqui una

ginopsis de los valores RF y de las réacciones de color:
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Valor RF x 100" Reaccion de color
1 2 3 Hé304 vainilla
1llbeta~hidroxi-9beta,
l0alfa-pregn~4—-en~ o :
~3,20~dions 35,9 40,0 43 verde pardo
grisaceo amarillento
llbeta~hidroxi-9beta,
10alfa~-pregna~4 ,6— ‘ ‘ anaranjado anaran-
~dien-~3,20=-diona 38,6 37,9 41,5 amarillento jado
llbeta,l7alfa-dihidro- = - : ‘
xi-9beta,l0alfa~pregn~ 33,2 43,5 27,6 ocre rojo cere~
~f~en-3,20-dions 78,
1lbeta,l6alfa~dihidro- - ‘
xi-9beta,lOalfa~presn- 17,2 20,6 17,3 amarillo amarillo
~4-en-3,20diona rojizo
hidroxi~9beta;l0alfa- 17,8 27,2 11,0 anaranjado amarillo
~pregn~4-en-3,20~-diona amarillento rojizo
llbeta,l7alfa, 2l—tri-
~-hidroxi~9bete.1l0alfa~
~-pregn-~4 ,6-dien~3,20~ : * .
~diona 15,8 24,2 10,4 pardo lila
1llbeta;21~dihidroxi~
-Obeta,l0alfa~pregna— :
~1,4~dien~3,20~diona 30,0 36,3 32,5 ocre verdg
grisaceo
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" llbeta-hidroxi-9beta,10al- - ' )
fa-androst-4-en-3,17~diona 35,0 41,0 34,5 azul azul

15.
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1lbeta,l7beta~dinidroxi-
~9beta,l0alfa~androst—4~ : ) ’ . .
—eN-3-0ng, 18,8 22,0 15,8 r0jo 1lila

11beta;1lTbeta—dihidroxi- . : verds anaranjado
~9beta,10alfa-androst- 16,4 20,0 13,8 amarillento amarillento
-4 ,6-dien-3-ona

Lllbeta~hidroxi-9Ibeta,l0al-

fa-androsta~4,6~-dien-3,17- = - -

~diona 37,6 38,6 41,4 verde verde
grusaceo

+ gistema disolvente: 1: benceno/acetona 1:1
2: mebil-isobutil-cctona/acetona 8:1

3: cloroformo/etennl 9:1

Gel silfcico GF 254 (Merck), espesor de la cara, 0,2 mm,
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EJEMPLO 1.

Cada wna de cinco preparaciones de 8 litros de
un medio acuoso que contenia 0,3% de maceracidn de maiz,
0,3% de dihidrofosfato amonico, 0,25% de carbonato caleico,
0,25% de extracto de levadurs y 0,1% de glucosa se ajust6
a pH 7,6 por medio dc cosa causticn ¥y se esterilizd a 120C
durante 90 minutos. Despuds de cnfriamiento, se inoculd
cada preparacidn con un cultivo de 25 horas de edad de Nocardia
Iurida y se tratd simultsneamente con 80 mililitros de una
soluecidn al 6,1% de estradiol y sulfdzido de dimetilo. A con~
tinuaeién, agitando constantemcnte el medio nutricio, se le
ventild con 5 litros de aire por minuto, Después de 27 horas
de inculacidn a 28eC. se afiadicron a cada preparacién 2 gramos
de 9beta,lOalfa-~pregn~f~en~3,20-dion> disueltos en sulfdxido de
dimetilo y se prosigui5 la fermentacidn como antes. Ia concenw
tracidn del producto de hidroxilocidn fue aumentando graduale—
mente hasta un wéximo y lucgo decrceid. Al cabo de 20 horas
de 1z edicidn del esteroide, s¢ combincron las cinco prepa—
raciones y sc¢ les extrajo por doz veces con un volumen de
hexano cada vez, ILa fzse acuoss sc¢ extrajo trés veces con
un volumen d¢ tetracloruro de carbono cada vez, y una vez con
medio volumen de tetracloruro dc carbone, Secando los extrac-
tos de tetvracloruro de carbono combinados, se obtuvieron 8 g

> . £
de residuo, ¢l cual se recogio en un poco de benceno y se
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aplicd a una columna de gel silfcico de 4;9 x 83 cm, Se eluyd
la columna con una mezcls de benceno/acetona (77:23), hacién-
dolg pasar con una velocidad de 82 gotas por minuto, Se
recogieron fracelones de 25 mililitros cada una. Las fraccio-
nes 148°a 178 contenfan 1,48 gramos dcl producto deseado, del
cual se separarcn todavia, por medio de éter de petrdleo,

0,24 g de productos secundarios de la fermentacidn.

El producto bruio se sometid a una distribucidn
nultiplicativa en el aparato de Craig, en el sistema meta~
nol/agua/cloroformo/tetracloruro de carbono = 7:3:5:5. a
22¢C y en 593 cetapas, lo que dio para la llbeta-hidroxi-
~9beté,lOalfa—pregn-4~en-3,20—diona un coeficiente de distri-
bucidn de 0,26. Después de la concentracidn del contenido de
los elementos de Craig n? 112 = 148, sc¢ obtuvieron féo niligra-
mos de materisl cristalino. Punto de fusidn: 241-2432 (en clo-
ruro de metileno/éter isopropilico): UV : landa, . = 238 mili-
micras, épsilon = 15,600: [alfa]589 = =400 (dioxano); NMR:

seflales en 53 Hz (18-metilo) y on 78 Hz (19-metilo).

EJEMPLO 2,

Cade una de cuatro prepsraciones de 8 litres de un
medio acuoso con 0,26% de fcido D-tartarico, 0,26{% de tarirato
Py Pey . 7

amonico, 0,017% de sulfato amdénico, 0,04% de fosfato amdnico

secundario, 0,04% de carbonato potasico, 0,027% de carbonato
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nésico, 2% de peptona Difco, 5% de glucosa, 0,17 de
extracto de levedura, 0,15 (en volumen) de solucidn de
oligoclemcntos (1 0 g do PS5O .TH, 0, 0,1 g de MnS0,.4H,0,

4
0,15 g de CuS0,.5H,0, 0,1 g de¢ K,MoO, y 1,0 g de ZnS0,.7H O
A2 L 4+,

2
en 1000 mililitroz de zmue destilada) y 0,025% de emulsion
antiespumoss AT Dow Corning se coterilizd a 1208C durante
90 ninutos,. D&spués de enfricitiento se inoculd el medio
con un cultivo & 40 horas Jdc cdad de Penicillium canescens
y se le mantuvo a 288C. cn ,ﬂliacuon constante con 5 litros
de aire por minukto, Jurante 3 diceg. Transcurrido este tienpo,
se aifadioron & sade pr.paracidn 2 sramos de 9beta,l0alfa-
~pregna~4 ,6-dien~3,20~diona disuclvsos en 40 mililitros de
acetona. D.anudz de siete dias de Ffervenbacidn, se filtraron
lzs soluciones formentativas en tierra de distomadceas ¥y se
cxtrajo ¢l micclio por drs veces con 500 nililitros de acotona
cada vez. Se concentrd el cxtrostn hasta obbener un resziduo

acuoso ¥ g monclo éste con el Tiltvrado, Se trato la solu-
cidn con 1600 pramos de zal comtin v sc la extrajo a fondo con
acebato de viilo. Comcentrando todos los extrectos husta
sequedad, s¢ obtuvo un total de 21,70 gramos de residuo, que

se recogid en 1000 mililitros de beneeno/acetona 9:1 y se
depceitd en una columna que comienisalrcdedor de 800 mililitros
de una suspensién de gel silicico/benceno. Se eluyo la

columna primcromente con beneceno vy luecgo, gradualmente, con

benceno gque contenia 10, 20, 30 y 50% de acetona ¥y, por ultimo,




15,

20,

con ccetona purn, Se ccmbinoron tedas lac froceiones que con-
tenfan csteroide. lo que aid 12,44 gremos de substancia seca,
que se disolvil en 700 mililitros de benceno/acetona = 9:1

y se dupositd en une columns d gel de silice de 6,7 cont{me-
trog de didmotre ¥y 70 contimetros de aliura. Se eluyd esta
columme primeramente con henccno ¥y luego con mezclas de
beneeno/acetona con fracaiones oroci-ntes de acectons (5, 10,
20, 30, v 50%). Ta polaridad del agente de clucion fue aumen—
tendo entonces neriodicemnnte, homste que & cicrto grado de
polaridad no so cluyo ya mis csteroide. Se combinaron todas
las porciones de 100 mililitros del oluato que resultaron
uniformes segtin la cromctografia do cona delgada, se las hizo
secar y se cristalizd en acctonz/hexcno. De esta manera sc
obtuvieron 5 fracciones, la ultima de las cuales contenia
794.2 milisromse de llbeta-nidroxi--Qbeta,lOalfa~>regna~4 ., 6-
~dien-3,2!~diona. Punto de fusidn: 247-2502 (en cloruro dc

netileno/motanol/éter isopronilice); UV

<o

. .
landa,.. 286 milimi
cras, épsilon = 24,400; [alfa]sgq = 353¢ (dioxano); NMR: sefia-

les en 55 Hz (10-metilo) y 74 M= (19-motilo).

EJEMPLO 3,

Una poreion de 30 srencg de 9beta,l0alfa-pregne-
-4 ,6-dien~3,20~diona se nizo fermontar durante un dia con un
cultivo dc 2 dfas de edad de Noecardia luride, en un medio

acuoso que contenia 2% de gacerosn, 0,37 de cxtracto de leva-
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dura Difco. 0,13 de nitrnto sodico, 0,15 dc gliccrina, 0,1%

de fosfsio potisico primario, 0,055 de sulfato magnesico,
0,05% de eliruro potimico y 0,001% de heptahidreto de oulfato
d.. hierro bivolentc. Ia cxiraceion, la purifioacién y la sgpa-
racitn de le solucidn fermentotive se efectusron tal como o

ho deocrito en ol Bjemplo 2, con cantidedes de solucidn y de
agente de abroreidn adantadas o ins diferentes cantidades de
oxtracto hruto, Se obtuvicron 9,66 gromos de llbeta-hidroxi-

~9beta, 0ol fa~nregna~4 , G~dicen-3,20~d1ona,

EJRIPLO 4,

De rancra andlogo al nroecdiniento que se ha descrito

3.

on el Djemplo ¢, se hizo fermenicr Zboia,lOzlfa-pregn—4-cn-
-3,20-diona con Gliocladium catanulatum. Se obtuvo llbeta-
~hidroxi-~Shete, 10alfo-regn—4-cn-3,20-diona con un rendimiento

de 3 a 4%,

EJEMPLO 5,

- 4 - . .
S foymonto 2bsta,lOvlis-oregn-4-cn-3,20-diona con
& v

Heliocostylun pirirorme, 46 MARGTL anéloga al procedimiento
descrito cn ¢l Tjemplo 2, con 1o exlvedad de gue ¢l medic de
cultivo ne contenia aditivo dc meviona. El rendimiento de

11beta~hidroxi-~2beta,l0alfa~-pregn~d-en-3,20~diona ascendid al

2 a 3,
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EJEMPLO 6,

De manerc ondloga & los procedimientos deseritos en
los Ejemplos 1 y 3, & partir de Shete,llalfa~ondrost-i-en—
~3,17-diona, se obtuvo lo 11bet&-hidroxi-9peta,10alfa~agdrost—

5. -4-en-3,17-Gione, Punto de fusidns l6OQﬁUV= 1éndamax239*5
milimicras,. épsilon = 14750: [alfa]589 : =8¢ (dioxano): NMR:

sefiales cn 69 HZ (10-netilo) 7 75 Ez (la-metilo).

. EJEMPLO 7.
B - De meners analoge = 10s procedimientos qub se¢ han
10, descrito-en los Bjomplos 1 y 3; sc obtuve, a partir de

17alfa, 21-dihidroxi-9beta,l0alia-nrean~d=-on-3,20~diona, la
llbeta,l7alfo, 2l-trihidroxi-9beta, l0allfa~pregn-4—-en=-3,20~diona.
Punto de Ffusidn: 226-2272; UV: lende o 241 milimicras, épai-

lon = 16600, [alfa]589 = -76,32 (dioxzno),

15.  EJEMPLO 8,

Una porcién de 120 milisrcmos de llbeta-hidroxdi--
~9beta, 102l fa-pregn-4—-cn~3,20-dione (obtenida conforme o loo
Bjemnlos 1, 4 0 5) sc¢ disolvid on une mezcla de 5 mililitros
de anhidrido acdtico v 5 mililitros de piridine y se agitd

20, a 802 durante 3 horas, Despuds de la claboracidn final y la
eristalizasidn on CH2012/éter izonropilico, sc obtuvieron
80 miligramos de llbeta~acetoxi~2boia,10alfa~pregn—4—en-3, 20~

. « ! .
~diona purn, de punto de fugiom 167-1682; UV landa__ 2330 ni-
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252
limicras epsilon = 16600, falfalggy = -34¢ (dioxano); NMR:

sefiales en 48,3 Hz (18-metil) y 80,3 Hz (19-metilo).

LJEMPLO 9,

De manera analoge o la del Ejemplo 8, a partir de
llbeta~hidroxi~9beta 1l0alfa-jsregne~4,6-dien~3,20~diona (obte-
nida conforme & los Ejemplos 2 o 3) se obtuvo llbeta~acetomi-
~9beta,l0zlfa~nregna~4 , 6-dien-2,20-dlona, de punto de fusion
174-1762; UV lands, 283 milimicras: épsilon = 26400,
[alfa]589 = ~313¢ (dioxano),

EJEMPLO 10,

Medicnte acetilacidn do acucrdo con el Ejemplo 8,
apartir de llbeta,l7alfa,21—trihidroxi-9beta,iOalfa—pregn~
~4-en-3,20-dions (obtenida conforme =l Ejemplo 7) se obtuvo
1llbeta,21l-dlacctoxi~17alfa-hidroxi~Iheta,10alfa~pregn—4~en~
-3,20~diona. Punto de fusidn: 167-1632; UV: londa, . 240mili-
micres; époilon = 16800; [alfaj529 = -35¢2 (dioxano).

P

EJEMPLO 11,

Dec maners andloga al procedimiento que se ha deseri-
t0 en el LEjemplo 3, & partir dc 17nlf5,21~dihidroxi—9beta,
lOalfa~pregna~4 , 6-dien~3, 20-dion se cobiuvo, con Nocardia
lurida, llbeta,l7alfa,2l-trihidroxi-9beta,l0alfa~pregna-

-4 6-dien~3,20-dions, de punto de fusidn 215-21792; UV: 1andamax
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287 milimicras, épsilon = 2600; Ealfa]25 = -329¢ (dioxamno).

. 9
Medicnte ecetilaciom conforme al Ejemplo 8, se
obtuvo 1llbeta,2ldiccetoxi~17clfo~hidroxi-9beta,l0alfa~pregna—
-4 ,6-~dien=3,20-diona, de punto de fusidn 230-2312; UV:
. e - - 252
landamax264 milimicras, épsilon = 25100, Lalfa]589 = 2622

- (dioxano). Una porcion do 1 gramo de este acetato se disol-

vio en 30 mililitros de motanol y, después de adicion de 5 mili-
litros de carbonato sédico 2-n, se dejd lo solucion a 252
durante 2 horasg. Después de le elaboracidén final ordinaria

y de la cristalizacion, se obtuvieron 750 miligramos de 1llbeta—
-acetoxi-1T7elfa,2l-dihidroxi~9bete ,10alfa~-pregna—4 , 6~dien~
-3,20~diona purc, de punto de fusidn 197-1982; UV: landa

max

284 milimicras, épsilon = 23100; falfalggg = -329¢ (dioxeno).

EJEMPLO 12,

Dec menera anéloga al procedimiento cue sc¢ ha descri-
to en el Ejemnlo 3, a partir do 9beta,lOalfa~testosterona sec
obtuvo, con Focardis luride, llbote~hidroxi-9beta,lOalfo~
~testosterona, de punto de fusidn 190-1939; UV: landamax 240

, 5o
milimicras, G»nsilon = 15700 [alfa]éég = -1072 (dioxano).

EJEMPIO 13,

DT monera anéloga al wrocedimicnto que se ha des-
crito en ¢l Ejemplo 1; a partir de 21-hidroxi-Obets,lOalfc~

~pregna-l.4-dien-3,20~diona se obituvo, con Nocardia lurida,
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1lbeta,2l-dihidroxi~Jheta,l0alfa~pregna~l, 4d-dien-3,20-diona,
UV: londs 241 milimicras épsilon = 18500; NMR: sefiales

nax

en 53,1 Hz (1%-metilo) y 79,5 Hz (19-metilo).

BJEMPLO 14,

, . » 13
De manero anzloga ol procedimicnto que se ha descri-

t0 en el Ejemplo 1, a portir de 1l7alfa-hidroxi-9beta,lOalfa-
~-pregn~4-en-3. 20~-diona se obtuvo, con Nocardiso lurida,
llbeta,l7alfe~dihidroxi~9beta, 10clfa~pregn—4-cn~3,20-diona.
UV: landa,. 240 milimicras, épsilon‘= 161.00; NMR: sefiales en

59 Hz (18=metilo) y 76 Hz (19-metilo),

EJEMPLO 15,

’ . .
De manern anclogo al nrocedimiento que se ha des-

crito en el Ljemplo 3, a partir de 2l-hidroxi~9beta,;l0alfo~

~pregn-d-on-3,20=diona sc¢ obtuvo, con Necardia lurida,
1ibeta,;2l-dinidroxi-9beta,l0allio~-progn-4—-en-3,20-diona,

UV: lenda . 240 milimicres, époilon = 16000; NMR: sefiales on

aQx
53 Hz (18-metilo) y 80,5 Hz (19-nmetilo).

EJEMPLO 16,

’ . e
De manern anzloge a la del ¥jemplo 1, a poartir de

léalfa~hidroxi~-9bete,10alfa-pregn-4-en~3,20-diona se obtuvo,
con Noexrdio lurida, llbeta,léaliz-dihidroxi~9Qbeta,lOalfa-

-pregn-4-cn-3,20~diona, UV: landanax 241 milimicras, épsilon =
i
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16000; NMR: sefiales cn 53 Hz (18-metilo) y 80,5 Hz (19-metilo).

EJEMPLO 17,

De monera andloge ol procedimicnto que se ha descri-
t0 en log Ejenmplos 1 y 3; a partir de 9beta,lOalfa-androsta-
~4,6~dien-3,1l7~diona se obiuve llbeta~hidroxi-9beta,l0alfa-
—androsta-4,6~dion-3,17~diona, UV landamax_285 milimicras,
épsilon = 24700; NMR: sefinles en 71,0 Hz (18-metilo) y 19-meti-
lo).

BJEMPLO 10,

Cade una de seis preparaciones de 100 cc de un

medio acwoso que contenia 0,25% do cloruro sodico, 0,4% de
peptona, 1.0% de glucosc, 0,4% de extracto cdrnico y 0,1% de
extracto de lovadura se ajustd o pH 6,3, se esterilizd y se
inoculd con un cultivo de Nocardic luride. Después de una
incubacion previa de 24 horas, sc adadieron a cada preparacién
25 mg de 9beta,llalfa-androsta~4, 6-~dion=-3,17-diona disueltos.
en sulfdxido de dimctilo. A continuncidn se incubd el medio
nutricio o 280C y con ogitoeidn, durante 24 horas. Los filtra-

dos de fermentocidn, combinados, se extrajeron cuatro veces
con un volumen de diclorometono cods vez y, secando los extrac-
tog orgenicos combinados, sc obtuviiron 200 mg de regiduo,
que fue disuelte en acetona y sometido & cromatografia prepos-

ratorie de capo drlgada en gel de silice (Merck GF 254, espesor
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de lao capa 1 mm) en el siwtenc cloreiormo/etenol = 9:1, Se
formeron tre:: zonnag, que ge eluyeron utilizando metanol., Se
compararon alicuotas de las tres fracciones con una muestra
auténtica de llbeta-hidroxi~9beta,l0alfa~androsta~4 ,6~dien—
~3,17-diona, La fraceion que se comporto de maners idéntica a
le muestra de refercncia con respecto a2l valor RP se disolvid
en acetona y se cromatografié de nuevo utilizando metil-isobu=
til-cetonz/cectona = 3:2. Io zona resultonte, que contenia

el derivado llbeta~hidroxi, se eluyé ¥y oromatografié de manersa
analogn en ol gsistems cloroformo/ctonol = 9:1. El eluato
metandlico de 1 zono gue resultd idéntica a lo muestra de
referencia contenis 1lbeta~hidroxi~fbets,l0alfa-androsto=-4, 6~
~dien~3,17-dione uniforme, que mostrd propiedades fisicas idén-

s, .
ticas ¢ laos de la muestr: auteniica.

EIEMPLO 10,

De noners ondloge al procedimiento que se ha desceri-
t0 en el ejemnlo 1€, utilizando un cultivo de Streptomyces
fradise en un medio nutricio que comtonfa 0,5% de peptona,
0,3% de extrocto cirnico y 0,57% de cloruro sddico se obtuvo,
a partir de gbcta,lOﬂlfa—pregn—d—on—3;20~dionay la llbheta~

-hidroxi-9beta,10clfa~pregn-t—en-3,20-diona,

T
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EJEMPLO __ 20,

Cada unn de nueve preparaciones de 100 cec de un
medio acuoso que contenia 5,0% dec glucose, 2,0% de peptona
y 0,5% &e_macer&cién de meiz, ajustadas o pH 6,2 y esteriliza~
das, se inoculd con un cultivo de Choanephora circinans, Al
cabo de 48 horas de incubacidn previa, se afindieron a cada
preparacidn 25 mg de 17beta~hidroxi-9beta,lOalfa~androst-4-
—en-3-ona en sulfdxido de dimetilo. Después de incubacidn
o 282C durznte 48 horas, con la cleboracidn final ordinarie
y cromatosraf{fa, se obtuvo llbete,l7beta-dihidroxi-gbetbe,10al-
fa-androst-l-en-3-ona, que resulté iddniica a una muestre

auténtica.

EJRIPLO 2l

2. . »
meners analogsa al procediviento que se ha des—

t-l
o

crito on el ejemplo 20, a partir de ¢beta,lOalfa-pregn-4-en-
-3,20-dions se obtuvo llbeta-hidroxi-Sbeta,lOalfa~pregh—i-
~en-3,20~diona, que resultd idéntica & una preparacion autén-

tica,
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EJEMPLO 22,

De menersa anéloga al procedimiento que se ha des~
erito en losg cjemplos 1 ¥y 2, a partir de l7beta~hidroxi-
-9beta,;l0alfa~androsta~4 , 6~dien-3-0ua se obtuvo llbeta,l7beta—
~dihidroxi~Qbeta,l0zlfa~androsta~4, 6~dien~3~ona, UV: landamax
266 milimicras,; épsilon = 25200; NMR: seficles en 62,7 Hz

(18~metilo) y 71,2 Hz (1S9-metilo).

EJEMPLO 23,

Cada una de cuatro preparaciones de 100 cc de un
medio acuosc que contenia 1,0% de glucosa, 0,5% de peptona,
0,3% de cxtracto cdrnico, 0,5% de clorurc sddico y 1,0% de
carbonato calecico, ajustadas a pH 6,5-8,5, se inoculd con un
cultivo de Choanephora circinans v se incubo a 282C con
agitacion, Al cabo de 48 horas, se aiiadizron a cada prepara-—
cion 25 mg de 1721fa,2l1-dihidroxi-Sbeta,l0alfa~pregn-4--en-
-3,20-diona. Despuds de 68 hores nfs, las preparaciones com-
binadas se extrajeron con tres volumenes de diclorometano y
el extracto se 1llevd hasta sequeodad. Del residuo pudo sepa-
rarse llbeﬁa;l7alfa,Zl-trihidroxi-9beta,10alfa-pregné4-en-
~3,20-dionz, que se identificd mediante cromatografia de capa,

delgada y reaccilones especificas de color.
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EJEMPLO 24,

De manera endloga al procedimiento que se ha descri-
to en el ejemplo 23, se obtuvo llbeta,l7alfa~-dihidroxi-9beta,
l0alfa-pregu~i~-en-3,20-dions a partir de 1l7alfa-hidroxi-
~9beta, L0alfa~progn-4-en~3,20-diona en un medio que contenia

5,00 de glucosa, 2,04 do peptona y 0,5% de maceracidn de maiz,

EJEMPLO 25,

De menera anéloga al procedimiento que se ha deseri-
t0 en el ejemplo 23, se obtuvo llbeta-hidroxi~Obeta,lOalfa~
~androgt-i-cn-3,17-diona a partir de Ybeta,lOalfa-androst—4-

-en~3,17~dione despuds de 69 horzs de incubacidn.

EJEMPLO 26,

De maners andloga a2l nrecedimiento que se ha des-

erito en el ejemplo 24, se obtuvo llbeta-hidroxi-9beta;l0alfa~

--Pregna—4,6~dien»3,20~ﬁion; a partir de 9beta,lOalfa-pregna-—

~4 ;6-dien-3,20~diona.
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LJEMPLO 27

De manera anéloga al procedimiento que se ha des-
crito en el ejemplo 23, se obtuvo llbeta,2l-dihidroxi-prezna-
-l,4~-dien-3,20-diona & partir de 2l-hidroxi-1,4-dien~3,20-

-diona.

PITMPLO 28,

De manera anéloga al procedimiento que se ha descri-
t0 en el ejemplo 20, se obtuvo llbeta-hidroxi-9beta,lOalfa-—
~-pregna-4 ,6~dien~3,20-diona a partir de 9beta,llalfa~pregna~
-4 ,6-dien=-3,20-diona, utilizando un cultivo de Streptomyces
fradiae en un medio acuosc que contenia 0,05% de peptona,

0,5% de extracto cirnico y 0,5% de cleruro sddico, con un pH

6-8.

EJEMPLO 29,

-

De manera anéloga al procedimiento que se ha
descrito en cl cjemplo 20, se obtuve 1lbeta,l7beta-dihidroxi-
~-9beta,l0clfa~androst~4-en-3-ona & pariir de 1l7beta~hidroxi~
~9beta,l0alfa~androgt-4~en~3-ona cun un medio acuoso que con-

7 . .
tenia glucosz, 2,04 de Edamina y 0,5% de maceracion de meiz,
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EJEMPLO 30,

De manera anéloga al prooedimiento que se ha descri-
to en el ejemplo 23, se obtuvo llbeta-hidroxi-9beta,lOalfa~
~pregna~4, 6-dien~3,20-diona a partir de 9beta,lOalfa~pregna-
~4 , 6-dien~3,20-diona, utilizando un cultivo de Mucor griseo-
cyanus, en un medio acuoso que contenia 5,0% de glucosa;

2,0% de Edamina y 1,5% de maceracion de mafz, con pH 4-6,

EJEMPLO 31,

De manera andloga al procedimiento que se ha des-
erito en el cjemplo 20, se obtuvo llbeta-hidroxi-9betamlOalfa-
~-testosterons a partir de 9bets,llalfa~-testosterona, utilizan~-
do un cultivo de Mucor corymbifer en un medic acuoso que con-

tenia 2,04 de glucosa y 30,0% do patatas hervidas, frescas,

EJEMPLO 32,

Dc maners, apéloga al procedimiento que se ha dese
erito en el ejemplo 23, se obtuvo llbeta~hidroxi-Qbeta,llalfa-
~progesterona a partir de 9beta,lOalfa—progesteréna, utilizan—~
do un cultivo de Streptomyces rimosus en un medio acuoso
que contenia 1,04 de harina de soja, 1,0%4 de glucosa, 0,5%
de cloruro sédido, 0,1% de nitrato sddico y 1,0% de carbonato

caleico, con pH 7-8.
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EJEMPIO 33,

De manera andloga al procedimiento que se ha
degerito en el ejemplo 34, se obtuvo llbeta-hidroxi-
~9beta;10alfa~pregna-4,6-dien—3,20~diona a partir de
9beta,l0alfa~pregna~4 , 6-dien=3,20-diona, utilizando un medio
acuoso que contenia 0,5% de peptona, 0,3% de extracto carnico

y 0,5% de cloruro sédico, con pH 5,5-6,5.

BoEMPLO 34,

De maners andloga al procedimiento que se ha
descrito on los ejemplos 1 y 3, se obtuvo llbeta~hidroxi-
~Jveta,l0alln~androgt-4—en~3,17-diona & partir de
9beta,llalfa-zndrost-d~en~3,17-diona, utilizando un cultivo
de Glicocladiwg roseum en un medio acuoso que contenia 1,04
de macoracion de mefz. 1,0% de glucoss, 0,2% de extracto
de levadura, 0,25 de NH4H2PO4 v 1,0% de carbonato cdlcico.

EJEMPLO 35,
De manera analoga al procediniento deserito en el
ejemple 21, se¢ obtuvo llbeta-hidroxi-9beta,llalfa-progestero-

na a partir de 9beta,lOalfa-progesterona, utilizando un medio

e .
acuoso que contenia 2,0% de harina de carne, 1,04 de glucosa,.



15,

32

i
fl

0,2% de K, HPO, y 0,1% de cloruro sddico.

EJEMPLO 36,

De mancra analogs. ol procedimiento descrito en el
ejomplo- 21, se obtuvo llbeta-hidroxi~9beta,lOslfa-progestero-
na a partir de 9beta,lOalfa-progesterons, uitilizando un medio
acuoso gue contenia 2,0% de harina de pescado, 1.,0% de

glucosa, 0,2% de KZHPO4 y 0,1% de NaCl.

EJEMPLO __ 37.

Do manera analoga al procedimiento que se ha des-
crito en el ejemplo 21, se obtuvo llbeta-hidroxi-9beta;l0alfa~
-progesterona a partir de 2beta,r0alfa-progosierona; utilizando
un medio =2cuoso que contenia 0,24 de hidrolizado de proteina,

1,04 de glucosa, 0,2% de K

% a
2HPO4 v 0,1% de NaCl,

EJEMPLO 38,

Do nanora anéloga al procedimiento que se ha descri-~
to en el ejemplo 21; se obtuvo llheta-hidroxi-9beta,lOalfa~
~progesterona a partir de 9beta,llalfa~progesterons, utilizande
un medio scuoso aue conbenie 2,0% de gluten de mafz, 1,04 de

glucosa, 0,2% de KZHPO4 v 0,1% de NaCl,
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De manera andloza al procedimiento que se ha descritu
en ol eremplo 21, sze obtuvo llbeta-nidroxi~dbeta,lOalfa-~prozes-
terona a portir de Sveta,lOslfa-vrogestcrona, wtilizando un
medio acuoso que contenia 2,06 de sluten de trigo, 1,0% de

glucossa, 0,2% dc K2HPO4 ¥ 0,1% de NWaCl,
EJEMELO __ 40.

4 P » 2
De nanera analoge al procedimiento gque se ha deseri~
en ol ejemplo 21, se obtuvo llbete~hidroxi-Obeta,lOalfa—-

~progesterona o partir de 9bete,lOalfa-progesterona, utilizand

descrito en el ejemplo 2,

43

sl medio que zc he

e

CRJEMELO 4.

Do nanera anéloga al procedimiento que se ha degeri-
t0 en ¢l ¢jemnlo 21, se obtuvo llboeta~-hidroxi-9beta,lOalfa.-
-progesterona o partir de 9beta;llulfa~progesterona, utilizanA-

un medio acuose que contenia 2,0% Ao sacarosa, 0,3% de
extracto de lovadura, 0,1% de NaNOs , 0,1% de glicina, 0,1%
de EH,PO, , 0,05% de Mgso4, 0,05% de KC1 y 0,001% de FeSO4,

con pH 4,5~5,5,




NOTaA

Descrito el objeto de la invencidn, se declara

nuevas las siguientes reivindicaciones, con prioridades
suizas n® 14910/65 del 28.10.65 y n? 6487/66 del 4.5.66.,

existiendo en ambas unidad de invencion:

v

1. Un procedimiento pors producir llbete~hidroxi-

-%beta,l0alfa-esteroides, compuestos como los definidos por 1g

férmula )
72
g3
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on 1a que B, B°, &%, B, R7 y R'® son cada wno
10, cuzndo se toman solos, hidrézeno, haldgeno con un

s 3 - K3 L3 L] .

nimore atomico de 9 a 35, inclusive, ciano, hidroxi-
- L.d » L) ’

lo. zeiloxilo o aciltio de 20 atomos de carbono a

lc sume, alcoxilo o alkiltio de unos 10 Ztomos de

carbene a lo sumo, aralcoxilo o aralkiltio de unos

o .
et A3 ARG - - e e oo .-



5.

<10,

15,

20,

35

i
I

10 gtomos de carbone & 1o sumo, oxieiclialifdtico
tiocicloalifdtico de unos 10 £tomos de carbono a 1o
sumo, o hidrocarbilo alifdtico de unos 7 atomos de
carbono 2 1o 3umos R? es hidrdgeno o halégeno con
un ndmero atémico de 9 & 35, inclusive; R- /o118
cuando se toma solo, es hidrdgeno, hidroxilo o
hidrocerbilo alifdtico de unos 7 atomos de carbono a

17 . .
lo sumos R beta, cuando se toma so0lo, es acetilo

hidroxiacetilo, hidroxilo, aciloxilo de unos 20 ato-
moz do cerbono a lo sumo, alcoxilo de unos 10 atomos
de carbono a lo sumo, sralcoxilo de unos 10 dtomos de -
carbono & 1lo sumo u oxicicloalifatico de unos 10 dto-

11

mos ‘e carbono a lo sunos y R es hidroxilo o

aciloxilo de 20 &homos du carbono a lo sumo,

caracterizade por hacerse fermonter ¢l correspondiente este-
roide ll-insubstitufdo, velidndose de un microorganismo de
los grupos taxonomicos Pungi o Schizomycetes y, si se desea,

s s . . ¢
esterificarse el producto de la hidroxilacion.

2. Un procedimiento como se define en la reivin-
dieacion 1, carzcterizado en que ¢l citado mieroorganismo es
un miembro dc los subgzrupes Funcei imperfecti, Ascomycetes, Fry-

comycetes, RBasidiomycetes y Actinomycetales.




15,

20'

it
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3. Un procedimiento como se define cn la reivine
o « 7 s .
didacion 1, caractorizado en que dicho microorganismo es una os-
pecie de los grupcs Gliocladium catenulatum, Gliocladium roseum,

Helicostylum pirififorme, Penicillium canescens, Mucor griseo~

.

cyanus, Mucor corymbifer, Choanephora circinans, Nocardia

lurida, Sitreptomyces rimosus y Streptomyces fradiase,

4, Un procedimiento como se define en la reivine

dicacidn 1, caracterizado en que R , R2 y R3 son cada uno
hidrégeno, micntras R6j R7 y 3;6 se eligen cada uno, cuando se
‘toman solos, en ¢l grupo constituldo por hidrdgeno, haldgeno,
alkilo de unos 3 dtomos de carbono a 1o sumo; hidroxilo,

aciloxilo, alcoxilo, aralcoxilc y oxicielialifatico, siendo

hidrégeno uno por lo menos de dichos s{mbolos 367 R7 y R16.

5. Un procedimiento aomo se define en la reivindi-

. ! o .
caclon 2, caractvorizado en que Rl, R2 v R3 son cada uno hidrd-

6 T 16

geno, niontras s B ¥y R sc cligen cada uno, cuando se toman

e / .
solog, en el grupo congitituido por hidrégeno, haldgeno, alkilo

de unos 3 dtomos de carbono a lo ocumo, hidroxilo, aciloxilo,

aleoxilo, aralcoxilo y oxicicloalifdtico, slendo hidrdgeno

uno por Lo monos de dichos simbolos RG, R7 v R;s.

v

6. Un procedimiento como sc define en la reivindi-

4

1
cacidn 3, caracterizado en que R , R2 ¥ R son cada uno hidrdge—-

?

16 .
no, mientras R69 R7 y R se clizon cada uno, cuando se toman




5.

-0,

15.

20.
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solos, en el zrupo constituido o hldro FEN0, ha-oveno,

. s . .
alkilo de uncs 3 atomos de carbono a lo sumo, hidroxilo,

-~

aciloxilo, alcoxilo, araleoxilo y oxisicloalifatico,

siendo hidrdgeno uno por 1o menos de didhos sfmbolos RS,

7
R y R16.

T Un procediniento como sc¢ define en la rei-
6 7
7

. 2 .
vindicacidn 1, carscterizado en que Rl, R, R4, R, Ry

16 .
R son todos hidrogeno.

J. Un procedimiento como se dcfine en la rei-
. . 1 2 7
vindicacidn 2, cericterizado en que R, R, R4, R6, Ry

Rl6 gon vodog hidrégeno.

Un procedimiento ccmo se define en la reivin-—

2 gh, 88, g7 y g0

S.
. . ¢ . 1
dicacion 3, caractirizado en que K, R

son todos hidrdgenc.
10. Un procedimiento para producir llbeta-hidroxi-

-9beta,l0alfa-esteroides.

.

Segin se describe y reivindica en la presenve memo-
ria que consta de 37 hojas, foliadas y escritas a mdquina por

una sopla de sus caras.

Madrid, 2% de octubre de 1966

p.a.

YAIME ISERN

Famawos JOSE RODRIGUEZ
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