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. El T‘s“catuto v1gfnge sobre Propiecdad Induatﬁlal,

" en su articulo 68 sefiala que DL“de ser objeto da Daten'

te de introduccién 1é'invenci6n‘que, habiendo sido di-
vul&ada o patentada en el extranjero, no ha sido divul
gada, practicada ni puesta en e]ecu01on ‘en Espaiia.

i E1l objeto de la’ nﬂesente 1nLroducc1on, esti refe
rldo a un procedlmlento para la obtencid n de esteroides

deIta 1,4 de la famllla de.pregnadienos con o sin fluor

en la ,posicidn 9 alfa y con o sin radical acetzto en -
R .

las posiciones 16 y 21, a través de un proceso de fer--

mentac*éﬁ microbiolégica en el oﬁe se utiliza como‘matg
ria prlma los esterozdﬁs delta 4 de 13 familia de lbs -
pregnenos con o sin fluor en la posicidn ¢ alfa y con o
sin radical acetato en las posiciones 16 y~2;.

- La fuente de .esta invencidn es la patente nortea-

Lot

mericana nﬁmer0»2.789.118, concedida el 16 des Abril de

1957, cuyos inventores son Seymour Bernstein, Pearl Ri-

ver, {.¥Y., Robert H, Len*‘ard, R_.dg fi=ld Pa*k, .., and

William S. Allen, Pearl Ziver, M. Y. 'y cuyo prc;ietario
es la firma americana American Cyanamid Company, New -
York N,Y., una corporacidn de Maine, lo gque se hace -

constar expresanente para dar cumplimiento al articule

70 del DIstatuto. ' .

Finalmente, y como sea que ha transcurrido el pla

zo que determina el articulo 4 del Convenio de la Unidn

sin que la Sfivra Ansrlc=ﬂ uyanamld Company haya deposi-

tado. su SOllCluud de patente en el Reg is ro, no incurre
nuestra solicitud en el caso de nulidad previsto en el

articulo 63 del vlgente Fs;atu*o de la Propie ad Indus-

DlE
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PROCEDIMITITO DE OBTEICION DE 16-ALFA OXI—Ai’u-PREGNAﬁIESOS

1, OBJETO DE LA THVENCIOMN

La preséste invencidn se refiere a un procedimiento
cuyo objeto es lé'obtencién de deterninadés Ai’u estgroi-
des de la serie de los pregnadienos nediante la transfor-
macién de los 8" esteroides correspondientes. |

U

Los & esteroides objetos del proceso de transforma

cidn responden a -la Térmula general

: C‘HzoR

siendo X: hidr8geno o un haiégeno (principaimenﬁe fluor)
R v R': hidrdgeno o un radical alcancilo
' (principa;mente.écetaéo) |
Estos productos, madiante el proceso de fermentacidn

S 1,4

descrito mé&s adelante, se transforman en los & corres~

pondientes, de fdrmula genaral

siendo X: hidrdgeno o un haldseno (principalmente fluor)
R y R': hidrégeno o un radical alcanoilo (princi-
N )
¥ ‘paimente acetato)

2. JUSTIFICACION TECNICO-ECONOMICA DE LA INTRODUCCION

Se ha comprobado que un gran niimero de esteroides de

+
las series del pregneno v del pregnadieno tales coro hidro
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cortisona.y l-dehidrocortisona, han resultado unos agentes

_terapeliticanente importantes y Gtiles como intermediarios

- *

para la preparacidn de otros esteroides de mayor utilidad

1

terapeliica. Z1 procedimisnto gque se imtroduce permite la

obtencidn de productos Gtiles como agentes antiinflamato-

rios en el tratamiento de la artritis, asma, quemaduras,

bursitis y similares, y también en el trataniento de

afeccionas de la piel v gnfermedades del colégeno.

) "Los compuestos obtenidos por este procedimiento pug

"den utilizarse solos o en combinacidn con otros elementos

y pueden aparecer en el mercado en forza sélida (ua letas,
polvos, pildoras, etec) o en fornas liq idas (soluc;on o -
suspensién). Dichos comnuestos *5n s6lidos cristalinos y

tienen un punto de fusidn defi _do siendo en ganeral so-

lubles en los disolventes orzi nicos usuales,

3. NRSCRIPCICI DEL PROCEDIMIZTTO

E1 procediniento objeto de intrcduccidn consiste en
- - -~ - - - -
un proceso de fermentacidn microbioldgica »ajo unas condi
ciones adecuadas, utilizando un microcrganismo de=i género
"Corjnebacterﬂun".chho microorganismo del género Porynebac
teriun se cultiva aerébicamente en un redio nutrlente ade~
5
cuado, utilizandose como sustrato un A" esteroide de la se

rie de los pregnenos como se describe nds adelante. Duran-

te el crecimiento de los microorganismds bajo condiciones

favorables, dos grupos de hidrd bgeno  son eliminades del ani

llo A del,esteroide y se obtiene un deble enlace en la po-
sicidn 1-2. El mecanismo exacto de esia desh genacidn -
es oscuro, y es debido a la accidn de las enzimas produci-

das por el microorganismo en el proceso de crecimiento. Un

nedio nutriente ad=cuado contiene una fuente soluble de -

.




1a

20

28

30

carbdn , hitrdgeno y elementos minerales. Las fuentes de
carbdn incluyen‘azﬁcar?s tales como glucosa, sacarosa, -
maltosa, daxtfésa, etc, TambiZn alcoholes tales como gli
cerol o mannitol; &cidos orginicos tales como &cido citri
co, dcido milico y Acido acético, y varios producfos‘natg
rales ricos en carbohidratos, tales como maii, almidén,
licor de maiz, harina de soja, harina dé senilla de.algoq
dén y muchos otros-iateriales disponibles que hén sido =

utilizados como fuentes de carbén en procesos de fermenta

cidn. Usualnente, una conbinacién de lo anterior puede ser

“empleada como medio de cultivo con buenos resultados.

" Las fuentes de nitrdgeno inclﬁyen alguﬁos de los ma-
teriales anteriormente mencicnados, tales como licor de
méiz, harina de soja, harina de semilla de algoddn y sinmi-
lavres, y otras varias sustancias-tales como ewiracto de -
buey, caseirz, levadura, proteinas enzimiticamente hidro-
lizadas, y productos de degradacidn incluyendo peptonas,
aminodcidos, y muchos otros materiales proteinicos disponi
bles que se han descubierto son adecusdos rara soportar el

creciniento de YCorynebacteriurm',

Las fuentes inorganicas del nitrdgeno incluyen urea,
amoﬁiaco, s&les, nitratos y similares. Estos pueden séf -
usadoé, en el medio, como una fuente de nitrdzenc asimila-
ble para proveer un medio de cultivo favorable de crecimien

to al micrsorganismo.

Los requisitos minerales de la fermsntacidn son nor-

nalmente aportados por los materiales crudos que son usados
a menudo como fuentes de carbén y nitrdgeno o se encuentran

en el agua utilizada en el proceso. Sin embargo, 2s aconse-~

jable suplenentar el mineral normalmente prasente, con can-

»
.
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" como bero, cobre, cobalto, nmolibdeno vy cromo, es a menudo

N . . - .
N
H -

- tidades adicionales para obtener un miximo crecimiento del

"Corynebacteriun”". Los principales caticnes y aniones que

-

. v
pueden ser necesarios en el medio son sodio, potasio, cal-

cio, magnesio, fosfate, sulfato, cloruro, cobalto, manga-

.n2so y otros varios. El uso de trazas de elementes tales

=

(Y

deseable. )

El ecrecimiento del "Corynsbacterium" tiene lugar ba

. Y T A Enaie I S T R
jo condiciones asrfhicas, y con agitacidn. La agitacidn

" puede ser conseguida, por eiemplo, con un agitador rotati

vo o de vaivén en botellas o tanques, inyectando aire es-

terilizado a través de la mezcla de fesrpmentacidn., Es de-

seable que el aire ssterdilizado sea invectado a tra:

del nmedio de cultivo en una cantidad d2 1 a 2 volinenes

consigue por medio de un impulsor mecinizo. Aungue el "Co
rynebacterium" crece 2 una temperatura entré 19 y 5°C,
es pvefepible llevar a cabo el procaéo de la presentz in-
vencifn a una temperatura de 25° a 38°C.

Para preparar la inoculacidn se utiliza 1,0 nl. de
susgensi6n de células vegatativas lavadas de "Corynebact

rium". para inocular 189 ml. de caldo de soja <tripticasa -

.

estéril en un recipiente con agitacidn de 500 ni.

durante 15 minutos a una temperatura cde 120°C (15 libdbras
presidn de vapor), se obtiene un medio con un X d2 rango

7,4~7,7.51 indculo es incuhado

w

’
37°2 en un recipiente con

‘i wamttmemmataw b v

.

P ditad
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agitador durante aproxiradamente de 4% a 8 horas. Tal’inécgf
lo puede ser utilizado para inocular mayoreé cantidades de
. . + ' L
medio en tanques fermentddores. En lugar del caldo de soja
Tripticasa utilizado anteriormente, puéden ser usados otroT
nedios de cultivo. l
Los esteroides Au de la éerie.de los pregnenos qué -
pueden ser utiiizados en el proceso de la presente inven-
cibn se ilustran por la presente férmula genefal:. .
CHZOR

]
Co

oy

0

”»

siendo X: hidrdgeno o un haidger> (principalmente fluor)
‘ R y R': hidedgenos o un radical alecanoils |
(principalmente acetato) .
Los esteroides arriba mencionados se afiaden general-
mente a la fermentacida en forma de soiuciones o en forma
finamente dividida. Un método preferible es disolver el es
teroide de etanol u otros disolventes miscibles en agua.y
afiadirlo al medio de fermentacidn en la etapa deéeada}del
proceso. Aungue el esteroide Au puede precipitarse de la so
2

lucidn cuands se afiade as?, en contacto con el medio se dis

persa como urna Iina suspensidn y se hace disponible al mi-

-

croorganismo para su oxidacidn. La cantidad de esteroide -
afiadida a la fermentacidn puede variar considerablemente,
pero se encuentra generalmente en el rango de 0,1-1 gr. por

litro de madic de cultivo. Durante el proceso de fermenta-
: ,
cidn puede ser deseable afladir agentes antiespumantes tales
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“neno) descrito anterior nte, disuelto en 3,2 nl., da etanol

como.silicona y aceites glicéricos y similares. Istos com~-

Duestos ‘se afiaden de vez en cnaﬂdo y en las cantidades ne-

-

cesarias para e l control de la espuma. En el proceso de la

presente invencidén 10 ml. de indculo se incculan en tubos

agitadores de 100 ml. y se incuban generalmente por un pe~

riodo de alradedor de 18 a 48 horas a una temperatura de

alrededor de 32°C. En este punto, se afiaden a cada tubo =

"2 mg. del sustrato es Eril (A esteroide de la seris preg-

“

-y la fermentacién se continfia a alrededor Ze 32°C. Es acon

sejable el realizar la fermentacidn durante un periodo de

tiempo lo suficientemente largo para obtener el nixino de

. 1,k . 3
conversibn de A pregneno al A~° pregnaﬁ;eno. Ests p2rio

do de tismpo puede variar de 2 horas y nedia a 72 horas o
més.

Al finalizar el prozas:

(¢]
[A%

2

Ity

srn=ptacifn el A

Q
2
]
§-1

roide deseado de la serie del pregnadieno 23 recuperad

medio de fermentacidn por el siguiente procadimiento, qu=

se describe en particular para una fermentacidn de 13 mo.

Este es un procedimiento gensral y es oparativo para fermen

taciones de varios tamafos.

. .

Los contenidos d2 un tudbo de fermantacidn son extrali-

dos Y4 veces con & vol“.e“ea de cleruro de netilsno. Los %

axtractos son unidos y la soluzidn resulitante se lava una
vez con una solucidn de un 2% de bicartonato de sodio sa-

turado con cloruro de sodio y despuds se lava dos veces con

Py

unarsoluciéﬂ ¢e clorurc de sodio saturado. La solucidn la-

vada de cloruro d= metileno puede sar secada sobre sulfato

e

de magnesio anhidro y posteriormente filtrado. E1 filtrado
*
se concentra en un bafio de vapor a presidn atnoziérica hag

’
volua

- newreE— ——
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ta un volumen pequefio v el concentrado se transfisre a un
recipiente con agitacidn, de 10 ml. de volumen, compietag
dose el mismo‘éon clof&ro de metileno. Esta soiucisn se -
usa para la caracterizaciéﬁ del contenido del estéroide -

cormo se describe nwis adelante.

En fermentaciones a mdyor escala, el producto o pro
ductos crulos pueden ser.recuperados en la fermentacidn -
mediante sinples extracciones con disolventes inmiscibles

en agua, tales como cloruros de hidrocarburos de bajo pe-

- 30 molecular, alcoholes, ésteres, etc. Se pueden conseguir

otras purificaciones y separaciones de produétos esteroi-
des de extractos, por métodos bien conocidos por aqueilos
expertos en la materia. La separacién y.purificacidn de -
las mezclas dz esteroides a menudo requieren el uso de =
cronatografia. |

Ei procaso enpleado para identificar lés esteroides
presentes en el extracto de la fermentacidn eé el de cro-
matografia de tira de papel, El sistema disolvente utili-
zado e§ agua—metanol-benceno, preparadé por agitacidn de

aproximadaments 50% de agua y 50% de metanol con benceno

_en un embudo de decantacidn y permitiendo que se separen

las.dos capas. Una porcifn de la capa inferior se situa
sobré un plato en el suelo de un gran vaso cilindriqo. La
capa superior es la fase disolvante y se utiliza para sz
turar la ranura en el interior del eilindro.

Se prepara una solucién patrdn, de esteroide disol-
viende 10 ng. de cada uno de los siguientes esferoides en
10 ml. de cloruroc de metileno:

Auupregneno-113, 16a, 170, 2i-tetrol-3,20 diona
Au-pregneno-lls,lsa,17a,21-tetrol-3;20-diona 16,21~diacetato
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. .

Au-pregneno-sd-fluoro-ilS, 30,170,21~tetrol-3,20~diona

A% “pregneno-ga-fluoro-118,16a,17a,21-tetrol-3,20~diona 16,21

,«diacetato o

(Pueden ser utilizados otros esteroides en la solucidn pa

+rdn, cuando son apropilados)

Al menos una solucidn natroq a3 cromauovrafﬁada si-

multdneanente cada vev que se exznina una soluc1on deascono

-
*

cida. Exactamente $,02% ml. de la solucidn examinada del -

(1]
o
F
[0
3
‘0
-
[a%
®

v
i
(o1}
3
[7)]
1]
1

!
’ Pl
I
0
4]
5]
Rl
lul
fu
et
el
}
[
(37
v

‘)

- de partida, 4% pulgadas po debajo de la parta superior de

1a tlra, la cual se dobla sobre el borde de la ranura y se

.

sumerje en-la fase disolvente. lLa cromauo"ra fia es desarre

llada de 2 a b horas a 37°c, Similarments, 0,1 ml. de la -

solucidn desconocida son aplicados a otra tira gue se do-

bla dentro de la nisma ranura y desarrollada simultaneanan

te con la tira del esteroide patrdn. La ranura permite =21

desarrollo de muchas tiras sirmultineamente. Despuds del -~
desarrollo de las tiras de panal, estas se retiran ¢sl
rato y se dejan secar al aire a 37°C aproxinadanente. Desz-
pués del secado, las tiras se tratan con un pulverizador -
que contiene una solucién alcalina de Azul ce Teérazolium
la, cual hace colorearse lds.puntos donde el estaroide esté

presents. Las tTiras resveladzs sa alinean junto con, por lo

menos una tira patrdn y se comparan. Los difeprsntes aste-

roides se dus=de

]
§e
(43
[¢]
H ]
13
e
4
bt
o]
o
s
g
[o]
3
(%)
[ =4
w

posiciones en las ti-
ITAS e - .‘ . .

1

) . 4
El esteroide A™’" deseado serd mis polar que su co-

7]

rrespondiente esteroida Au. Hay aque

larar, que los este-

. 1,
roides A de*ag-a

terizados, pueden ssr» utilizados como una solucidh de este-

|
1
H

apel en la linea

una vez que han sido aislados y caras-

aa e e e Am—— Ay T

v rw—— e

P————

e emuns smcan
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roide patrén para la mejora del proceso.

Los ejemplos espacificos que aparecen a continuacidn
- * uo -
ilustran la deshld“o enacibén de esteroides A~ de la .seri=z

pregnens para producir 1ss correspondientes esteroides l

18]

.
oy

212" de 1a seric pregnadiens. ' - o i

EJEMPLO 1

1,4

Preparacidn de A7’ -Pregnadieno-1i8,16a,17x,21-Tetrol-3,20-

- wna—— e - E—

iona.

‘Un tubo de ensayo, con agar inclinado y soja Tripti-

‘casa, conteniends un cultivo de "Corynebacterium"fue lavado

con 150 mililitros . de azgua esterilizada y la suspansidn
celular de "Corynebacterium" resultante fue utilizada para

'

igocular 100 nililitros de nmadio 2st8»il de caldo de

©
jo

ja Tripticasa 2n un recipiente con agitacidn de.500 rl. Es

ta mezcla fue incuhada o2nn agitacidn a 379C duvante § ho-
tas. A continuacibn, 25 recipientes, con agitacidn y de 502

ml. de capacidad, contenilendo cada uno de ellos 100 ml. de

medio estéril de caldo e soga-?ri t'ca sa sin glice;ol -
fuayon inoculadcs, cada tno de eros con 1 ml. de znocuVO

de 8 horas, inéubéndoée seguidameﬂte a 32°C durante 40 ho-
ras, Simultfneanen<e 40 mg. de Au-pregneno—iis,is&,17d;21—

- i
-—

§0

tatrol-3,20-dicna, aisuelt 3 en 4 nl., de.etanol, fuzron
didos a caga recipiente y la fermentacidn se continud § ho
ras a 32°C. Finalizada 1a~fermentacién, el confenido de los
25 recizizntes se reunid, resultando una mezcla con un pH

801.

Esta mezcla fue extraida, a continuacidén, una vez con

.3 litros de clo“uro de nmarilens y t"es vieces con perciones

de 2 litros del mismo producto. El extracto comblnado se la

vd una vez con una solucidn salina saturada y fue evaporado
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.10:2 partes de étar de patrdleo (90- 100°C) 3 partes'de ne

12 -

equedad bajo Dreslon reducida, Se obtuviercn 500 nmgr.
de residuo aceitoso, el cual fue dlsuelto en 1 5 ml. de la

fase estaCLOnarla del 51sﬁema (3 partas de acetato de eti-

- [RCR
x

tanol: 2 partas de agua) y mezclado con 3 gr. de tierra de

diatomeas. Este impregnado de tierra  de diatomeas se depo-
| , V .o :

sitd sobre una columna de vidric de 1,5 x 35 cm. qua conte
! “ -

L9 athow 3

nia 25 gr. de tierrs—de diatomeas impregna&a con 12,5 ml
de la fase estacionaria del sigiéma descrlta anteﬂlo rmanta,
i _ )
El compuesto deseado fue, a continuaplqn{ elininado °
Vcdn la fase mbvil del sistema anterior,.dpteniendose‘297
mgr. .de crudo sblido. Se cristalizd con un sistema aceto-
na-dter de petrdleo (60-70°C), obteniéndose S8 mgr. de un

producto d= punto de fusifn 195-290°C (koner). Una pos:ia~

rior recristalizaczidn en el mismo par de disolventes, =la-
w8 el punto de fusidn a 202-105°C (KOﬁar) que corrasponds

a 229-231°C (método del capilavr),
Espactro 41trav1ole;a AE ;‘ 281 my (% 1%,599)

%
“Br

Espectro lnrrarrO]O V?g .
- . . ° ax

1072 om t

Andlisis: Calcula o a partir del peso nolscular

Coqtipge (376,481 C, 67.003 §, 7.5 .
Método de fusibn: C, 65.803 H, 7.62

A partir de las propiedades fisicas y quimicas se ha det

. ' = 1,4 s
minado que el producto Zinal obtenido es el A7’ -pregnadie-

.

51 producto resultante obtenido mediante un proceso de fay-

. e

3412, 1718, 1867, 1622, 1612, 1098,

o i P it A SN TR R L gy MR A

- i vwan
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mentacidn semejante al descrito en el ejemplo 1, fue extrai

'do con 7 porciones de 2 litros de cloruro de metileno y el

extracto combinado evaporado hasta sequedad bajo presidn re
ducida.

. Se obtuvieron 1,585 gr. de un crudo semisdlido que ~

" fue, a continuacibn, cromatografiado. Las fracciones que -

. ' X
contenian el compuesto dezszado fueron reunidas y evaporadas

t .
a sequedad. Se obtuvieron, de esta forma, 601 ngr. de resi-

duo cristalino. La cristalizacidn mediante un sistema aczato

~na-8ter de petrdleo permitid obtener 278 mgr. de producto

con un punto de fusidn de-228-231°C. Una posterior recriste
lizéqién, en el mismo par de disolvanfes,'elgvé el pﬁnto de
fusidn a 231-232°C. '
lalgu + 77°C (metanol

AEXOH oy ok my (2 18.800)

»
.-
tlan,

Espectro ultraviolet=:

sem
P

4 Lol . n " -
Tspectro infrarrojo v;;; 3u36, 4715, 1664, 1821, 1603,

Andlisis: Caleculado a partir del peso molecular

C,qHpg0g (378,h1): c; §7.00; H, 7.5

Hétodo ce fusibn: C, 66.803 H, 7.62
El producto fue Ilentificado con una ruestra de Ai’g—prég-
nadieno—iis,15&,17a,21-tetrol-3,20—diona obtenida en el -~
ejemplo 1. | | |

EJEMPLO 3

1,

Preparacifn de A u--prcgnadieno—il(a,16a,17a,21—tetrol—3,20

diona-16,21-diacetato

1,5

Una meczcla de 100 ngr. de A —prégnadieno-iis,lsa,

170,21~tetroi-3,20 diona disueltos en 10 ml. de piridina-
conteniendo 2 ml. de anhidrido acético, se mantuvo durante

’
una noche & la temperatura ambiente y posteriormente se llz
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"Eépeqtro ultravioleta A

vd a-sequedad en condiciones ce prasidn reducida.

El residuo 1do fue crist iza&o con un 31atena

: S

acetato de etilo—étep de petrdizo (90-180°C) obteniéndose
105 mgr. (86%) de A1’§—~regnadieno-118,16&,17&,21-tetrol~
3,20-diona,16,21-diacetato, con punio de'fusién 1u7-150°C,
Una-postericr racpristalizacida del a“ouucto, en e1 misno

par de disoiventes, elevd el punuo de fu31on a 161-1863°C.

‘Espectro infrarrois viol - 3u58, 1758,-1688, 1632, 1612,
123%, 1089 em~d
; EtOH

Max 242 mu (L: 14.200)

-EJEMPLO 4

Prepardcidn de Al’u~pregnad1 noLganfluoro—llé,16a,17a,21-

tetrol 16,21~diacetato. ’

Un tuto de ensayo con agar inclirado conteniendo 2l

e ke

Ciltl ‘0 se lawd con 5 i, de un solvcisn salina esiap?

- -

b

hada y la suspensién celular resultante de "“Corynebactevriunm
simplex" se afiadid a 100 nl. de medio estéril de caldo de

oja T ptlcasa, llevandose la soluc1on rasultante a un re

cipiente con ag:.t'xc1 on de 509 ml, .
La mezcla se incub6 a 32°C durante 8 horas, al cabo
de las cualea, 1 ml. de este cultivo se utilizd para inocu-
lar diez reclpentes conteniendo cada uno dz ellos 109 rl.
de médio de cuitivo estéril de caldo de soja Tripticasa..
Los dlez ”ec1p1e1tes se incubaron con agitacidn a
32°C durante 16 horasz, al cabo de las cualas se afiadieron a

cada uno de ellos, 30 ngr. de & -pregnerno-fa-fluor-118,16x,

17¢,21~tetrol-3,20-diona-15,21 dicacetato disueltos en 2 ml.

de eotanol., Posteriormente el contenido de los recipiente

[ 7]

fue reunido. La soluecidn reunida fue extralida varias vecs

*

con un gran volumen de cloruro de metilene, lavado con una

Ca

P R

P . ]

L ot
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solucidn s2lina saturada y evaporada bajo presidn reducida.

£1 resicuo fue disuelto en metanol, tratadg con car= -
. . '

bdén activado, ‘posteriormente filtrado a través de tierra de
diatomzas ¥ vuelto a evaporar, obteniendose 277 mgr. de un

4 1]
aceite gue fue acetilado durante toda una nocha. |

——

La cromatografia en tira de papel mostrd aprovimada~ .

mente iguales cantidades de sustrato y da un ‘producto mis

1.1 -
polar (A“? ~-pregnadieno-33-fluor-ila,i8a,170,21-tetrol-

3,20-diona-16,21-diacetato) juntamente con muy pequefias can

tidades de dos productos menos polares. Una cromatografia

de reparto de 0,23 gr. del residuo. en tierra de diatomeas y

un sistema constituido por: 2 partes de acetato de etilo,:
3 partes de &ter de petrdleo (89-100°C): 3. jartes de meta-
nol: 2 partes 22 agua, s2pard los préductos'manos los‘~ro~
Jductos menns olarves y el sustrato..

Ei producto mds polar resultd ser el deseado, perma-
necid en la columna y fue eluifdo con 530 nml. de metanol.

El residuo (90 mgr.) obtenido después de evaporado el
netanol, fue recromatografiadb con ticrra de diatomeas (sis
tera: 3 partes'de acetate de etilo: 2 partes de éter de pe-
tréléo (93-100°C): 3 partes de petanol: 2 paries de agua) vy
el corte de 1z columna conteniendo el producto deseado (de-

terminado mediant

v

el asnsziro ultravi&leta de absorcidrn),
fue evaporado bajo presiéﬁ reducida, obteniendose 18 mgr. -
de s8lido, que recristalizade con un sistema acetcna-&ter
de petrdleo, pernmitid obtener 13 ngr. de Ai’u-pregnadieno-
9g~Flu-ro-122,16a,17a8,21-t24rcl~3,20~diona-12,21-dacetate,
incoloro y con un punto de fusidn (K&Iler) de 150°-240°C -
con una aparente pérdida da disdlvente a 1579°C. Una poste-

rior recristalizacidn mediante el mismo par de disolventes,
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1tados aat 1orm-nue, no alterd el punto de fusidn.

Espectro ultravioleta lab°’al 239 mu (£:15.200)

u:'ﬂ{
e

Espectro en dcido sulflrico \“250“ ?61 308 387 mp
El 2,k-bis-iinitrofanilhidrazona del compuesto anta-.

- . 7 - » . "
rior fus preparado y su especiro ultravioleta de absorcidn

deterninado: .
152213 : 258.300 (inflexibn), 312 (inflexidn) y 400 myu
'EJEMPLO 5

1,6 . -
472 .pregnadieno-3a-fluoro-128,16a,17a,21-tetrol-3,20~

Una solucidn de 102 mor. de Al’u-gregnaiieno-9a~

fluoro-118,16¢,17a,21-tetrol-3,20-diona 16,21-diacetato

fue disuslta en 10 ml., de metanol y enfriada a 0°C. Des-
puds de un lavado con nitrdgano, una solucidn de 28 mzp,

neutralizada con Acido acftico glacial y evaporada bajo

una atmbsfera <2 nitrdgzens hasta obtener un s8lide blanco.

Se l= afadid agua, v despuds de 2nfriado el ﬁroductb se -~
f£iltrd y lavd con aguz para conséguir 52 mgr. de Ai’u-preg
na&igno-ga-flucro—iis,1$a,-7a,_ -tetrol-3,20~diona. Tres
-cristalizaciones median%e acstona-%tar da pairdlec dieron
29 mgr. del tetrol, puntoﬂde fusidn 280°-2-2,5°C,
An&lisis: Calculado a partir del peso nmolecular

C21527OGF: c, 63,843 H, 6,980; F, 4,82

835 X,

Metodo ds Iqsién: C, EM.19; X, 7,173 F, 4,33

REIVINDICACIONES

[

1

*

1.- “rocedlmlento de obtencidn de 16-g-oxi-al? l'--p::'egnad

nog, caracterizado porque con la realizacidn de un procasd
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de fevmentacmon microbioldgica en el que se utlllvan

un’  microorganisno del género de los "Corynebacte- h

» a u .
rium" vy como sustratos los esteroides A’ de la serie

de 1los preznenos que posesn en posicidn Yo un Atomo
de nidré;eno o un ftomo de rluor ¥ en la posicidn 16
y 21 radicales hwdroxllos o sus cor“espondlnnues ace

! 1,4
tatos, se obtlenen los esteroides A pregnadiencs

l

que poseen en“pos icién 9a un dtomo de hidrdgeno o una
Atomo de fluor y en ia posicidn 45 y 21 radicales hi-
droéilos o sus correspondientes acetatos.
Procediniento de obtencidn de 16-&~ox1 als¥ pregﬁédig
nos,seglin reivindicacidn antgrior, que se caracteriz
porque el mizroorganismo citado en la relvindicacidn

-l N ® >, )
1 es cultivado aerobicamente y con agitacidon en un M2

dio nutriente de caldo estéril de soja Tripticasz d=

i comprendido entre 7,4-7,7, el cual se compone de -

o

P

un 3% de hidrolizado de pro%*einas de soja con Tripti-
casa, un 5% de glicerina v un 0,3% de extracto dz buey,
todo ello previamente esterilizaddﬁdurante 15 minutos
a una tenpératura de 120°C y 15 1lb. de presidn <z va-

por, vy porque dicho medio nutriente es inoculado por

>

- una suspensidn de células lavadas ce un "Corynebacte

riun" , obtenidas previamente por un indculo en un
tubo. da ensayo cen agar inclinado, dentro de un reci-
piente con- azitacidn al que sz le inyecta airé estery
lizado en una cant 1dad de 1 a 2 volunenes de aire por
VOlﬁmen’de medio y por minuto, siendo la temperatura
del proceso de 235 a 38°C y la duwac1on de la fermenta

cibn de 2 a 72 horas vy porque se reallza en botellas

y tanques de fermentacidén sin que exista limi%tacidn -
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de capacidad.

. . . R AR .
-3.~ Procedimiento de obtenciin de 16-n-oxi-A~? -pregnadie-

nos,segin reivindicdaciones antepriores, caracterizado

—

porque uro cualaulera de los esteroidszs nencicnados an
la reivindicacién 1 es disuelto en un disolvente misci

b A X
ble en agua, principaimente el etanol, y afiadido al me

i .

‘dio de fermentacidn en una cantidad comprendida entre
i

. 0,1-1 gr. por litro de nedio de fermentaci&n, pudiendo
ser afadido el esueroid ,ademés de en Forma de soluci‘n/

i
} - w v
en forma finamente dividida v porcue en el proceso de

fermentacidn se aflade silicona, aceites glicZridos y

similares como agentes antiespumantes y porque al fina

lizar el proseso de fermantacidn, los centenidos son

.

-extraidos del recipiente 4 veces con. ¥ vollimenes de -

cloruro de matileno, sianﬁq las 4 extrzccionzs rauni-

das y lavadas con una solucidn de un 2% de bicarbonato
"de sodio éaturado con cloruro de sodioc v a contiguaciSn

lavada dos veces con una s9luci6n de cloruro de sodio

saturado, siendo el fesiduo evaporé&o a ;equedadva pra

sidn reducida y porgue la purificacidn de los esteroi-
_des asi obtenidos es pealizada mediante procesos consz
« cutivos.ds cristalizacién con un sistema acetona-8ter

de petrdleo.

cpetan e ram et Gy

A

Y

B st A besamc AL e baox be FOWe s § o wSeT



10

15

28

30

- 19.

4.~ Se reivindica por (ltimo como objeto sobre el gue ha

de recaer la Patente de introduccién que se solicita

PROCEDIMIENTO DE OBTENCION DE 16-0{-0XI- AY.A_ PREGNADIY~

NOS.

Todo conforme gueds descrito y reivindicado en la pre-~

sente memoria descriptiva que consta de diecinueve pé-

ginas mecanografiadas.

Madrid, 29 de Agosto 1.979

 BERNARDO UNGRIA
DPeDo
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