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(67) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Prednisolon-17-Acetat und bezieht sich auf
gin Verfahran zur mikrobiellen Transformation von 11-Desoxy-1,4-dien:3-oxosteroiden der Pregnanreihe, die in 17 und
21-Stellung verestert oder nur in 17a-Stellung verestert sind, zu Prednisolon-17-acetat, d. h. zu 17a-Acetoxy-116,
21-dihydroxy-pregna-1,4-dien-3,20-dion. Diese mikrobielle Transformation stellt eine vorteilhafte Variante zur
Gewinnung von Glucocorticoiden, speziell Prednisolon, dar. Prednisolon ist ein hochwirksames Arzneimittel zur
Behandlung von Allergien, rheumatischer Arthritis, Asthma, Dermatosen u. a. Erfindungsgema® wird dem
Mikroorganismus bei ausreichender Beluftung ab dem Zeitpunkt der héchsten Produktbildungsrate bis zum Ende der
Fermentation eine dem Verbrauch dquivalente Menge an Energie in Form von Kohlenhydraten, izsbasondere
Glucose, kontinuierlich zur Verfligung gestelit. Der Beginn der Glucosedosierung erfolgt spatestens, wenn der
CO,-Gehalt der Abluft ein Minimum aufweist. Der cyanidempfindiiche Atmungsweg der Zellen wird als Indikator einer
oxidativen Stoffwechsellage zur ProzeBkontrolle genutzt, indem die Atmungsaktivitét der Zellen in bekannter Weise
polarographisch gemessen wird. Der pO,-Gehalt kann ab Beginn der Glucosedosierung < 30% sein. Die
Glucosedosierung erfolgt in Mengen von 30 bis 100 mg, bevorzugt 40 bis 50 mg Glucose/g Biomassetrockengewicht x
h. Besonders geaignet sind die Stimme Couchliobolus lunatus 148, Absidia orchides 408 oder Absidia coerulu 468.
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Patentanspriiche:

1. Verfahren zur mikrobiellen Herstellung von Prednisolon-17-acetat durch 11B-Hydroxylierung der
veresterten 11-Desoxy-1,4-dien-steroide der Pregnanreihe, dadurch gekennzeichnet, daR dem
Mikroorganismus bei ausreichender Beliiftung a’» dem Zeitpunkt der héchsten Produktbildungsrate
eine dem Verbrauch dquivalente Menge an Energie in Form von Kohlenhydraten wie Glucose oder
Saccharose kontinuierlich bis zum Ende der Fermentation zur Verfligung gestelit wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als Kohlenhydratquelle Glucose
eingesetzt wird.

3. Verfahren nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daR der Beginn der
Glucosedosierung spétestens dann erfolgt, wenn der CO,-Gehalt der Abluft ein Minimum aufweist.

4. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daf? der cyanidempfindliche
Atmungsweg der Zellen als Indikator fiir einen oxidativen Stoffwechsel zur ProzeRkontrolle genutat,
indem die Atmungsaktivitét der Zellen in bekannter Weise polarographisch gemessen wird.

5. Verfahren nach den Anspriichen 1bis 4, dadurch gekennzeichnet, daR die Glucose kontinuierlich in
Mengen von 30 bis 100mg Glucose/g Biumassetrockengewicht x h, bevorzugt 40 bis 50mg
Glucose/g Biomassetrocken ~wicht x h, zugegeben wird.

6. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dal die Staimme Cdchliobolus
lunatus 148, Absidia orchides 409 oder Absidia cuerula 468 eingesetzt werden.

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mikrobsllen Transformation von 11-Desoxy-1,4-dien-3-oxosteroiden der Pregnanreihe,
die in 17 und 21-Stellen verestert oder nur in 17 a-Stellung verestert sind, zu Prednisolon-17-acetat, d. h. zu 17a-Acetoxy-118,
21-dihydroxy-pregna-1,4-dien-3,20-dion.

Die mikrobielle 11B-Hydroxylierung von 11-Desoxy-1,4-dien-3-oxo-steroiden stellt eine vorteilhafte Variante zur Gewinnung von
Glucocorticoiden, speziell Prednisolon dar. Prednisolon ist ein hochwirksames Arzneimittel zur Behandlung von Allergien,
rheumatischer Arthritis, Asthma, Dermatosen u.a.

Charakteristik das bekannten Standes der Technik

Bekannt ist, daf synthetische Clucocorticode, wie 2.B. 118, 17q, 21-Trihydroxy-pregna-1,4-dien-3,20-dion (Prednisolon),
allgemein durch zwei mikrobielle Stufen, eine 11-Hydroxylierung und einer sich anschiieRenden 1-Dehydrierung, aus den
entsprechenden 4-En-3-0x0-11-desoxysteroiden hergestellt werden (vgl. H.J.Rehm, G. Reed; Biotechnology, Verlag Chemie,
Weinheim 1984, Vol 64, chap. 2, S.36).

11B-Hydroxylierungen der entsprechenden 1,4-Dienverbindungen sind aus der DE-OS 2901561 bekannt. Dieses Verfahren
arbeitet mit dem 17a-21-Orthoester eines 1,4-Dien-3-oxo-steroids, i4Rt aber nur Umsé#tze von 0,5¢ Steroid/l Kulturldsung zu. Es
werden zur 11 8-Hydroxylierung gesignete Mikroorganismen wie Curvularia, Cunninghamella und Trichothecium verwendet.
Es wurden auch mikrobielle Verfahren zur Herstellung der 118, 176, 21-Trihydroxy-pregna-1,4-dien-3,20-dion-Derivate
(Prednisolon) sowie Prednisolon-17-acetat aus den zugehdérigen 11-Desoxy-Verbindungen vorgeschlagen, in denen die 18-
Hydroxylierung unter Einsatz von Pilzen der Gattungen Cochliobolus bzw. Absidia und Zusatz eines Induktors realisiert wird.
Nach einem dieser Verfahren erfolgt die 11 8-Hydroxylierung in der Welse, daB die Biotransformation hauptséchlich am Ende der
logarithmischen Wachstumsphase nach Eintritt der Glucose- und Stickstofflimitation stattfindet. Die ProzeRfiihrung ist auf eine
pH-Einstellung zwischen 5 bis 7 ausgerichtet, wobei Glucose oder Schwefelsiure zur pH-Stabilisierung verwendet werden. Bei
Einsatz von Glucose wird ein Spiegel von 0,02 bis 0,04g/l angegeben. Fiir den 0,-abhéingigen Hydroxylierungsproze wird ein
pO2 von mehr als 30% fiir erforderlich gehalten. Die Kultivierungszeit bis zum vollsténdigen Steroidumsatz von 2 bis 5g/l wird
mit 52 bis 60 Stunden angegeben.

Diese Verfahren haben den Nachteil, daB in ihnen volistindige Steroidumsétze nur bei geringeren
Substrateinsatzkonzentratioren odsr bei relativ langen Kuitivierungszeiten erreichbar sind.

2ie! der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, die Raum-Zeit-Ausbeute der mikrobiellen 11 8-Hydroxylierung veresterter 11-Desoxy-1,4-diensteroide
der Pregnanreihe, die 2zum Prednisolon. 17-acetat fiihrt, zu erhdhen.

Darlegung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe 2ugrunde, den mikrobiellen ProzeB der 11 B-Hydroxylierung durch Verbesserung der Permeation
des Steroids durch die Zellumhiillung zu férdern.

Erfindungsgem&R wird die Aufgabe dadurch gelost, daB dem Mikroorganismus bel ausreichender Beliiftung zur Sicherung der
o:.idativen Phosphorylierungsprozesse ab dem Zeitpunkt der hdchsten Fortbildungsrate eine der zu diesem Zeitpunkt dem



-2~ 298 277

Verbrauch 8quivalente Menge an Energie in Form von Kohlenhydraten wie Glucose oder Saccharose, bevorzugt Glucose,
kontinuierlich bis zum Fermentationsende zur Verfiigung gestelit wird.

Glucose wird in Mengen von 30 bis 100mg/g Biomassetrockengewicht x h {(entsprechend 0,45 bis 1,5g Glucose/I), bevorzugt 40
bis 50mg/g Biomassetrockengewicht x h (entsprechend 0,6 bis 0,76 g Glucose/I) dosiert.

Der Beginn der Glucosedosierung muB spétestens dann erfolgen, wenn der CO,-Gehalt der Abluft ein Minimum aufweist.

Bei dem so gefiihrten HydroxylierungsprozeB wird der cyanid-empfindliche Atmungsweg der Zellen als Indikator einer
oxidativen Stoffwechssllage 2ur ProzeRkontrolla genutzt, indem die Atmungsaktivitét der Zellen polarographisch gemessen
wird. Die Messung erfolgt nach bekannten Methoden. Es zeigt sich, daR dieser oxidative Stoffwechselzustand auch bei pO;-
Waerten von <30% aufrechterhalten werden kann.

Durch die srfindungsgem#Re Verfahrensweise werden eine Erhhung des Steroidumsatzes und eine Verkiirzung der
Fermentationszeit erreicht. Es werden bis 5g Steroid/l Kulturlésung nahezu volisténdig bei ca. 30stiindiger Fermentationszeit
umgesetzt.

Fiir die Durchfiihrung des erfindungsgemaRen Verfahrens sind speziell die Stimme Cochliobolus lunatus 148, Absidia
orchides 409 und Absidia coerula 468 geeignet.

Ausfill.rungsbaelsplele
Das erfindungsgem#®e Verfahren soll nachfolgend an Ausfilhrungsbeispielen néher erliutert werden:

Belsplel 1

Das Laborverfahren umfaBt folgende Stufen:

Vorkultur 1, Vorkultur 2 und die Hauptkulturstufe, die durch die 11 8-Hydroxylierung gekennzeichnet ist.

Ein 600-mi-Rundkolben. befilit mit 200m! Vorkulturmedium 1 und mit 1,6m) einer Sporensuspension von Cochliobolus

lunatus 148 (ZIMET 43797) beimpft. .

Das Vorkulturmedium 1 hat folgende Zusammensetzung: 3% Glucose, 1% Maisqueliwasser fliissig, 0,2% NaNO,, 0,1 % KH,PO,,

6,2% K,HPO,, 0,05% MgS0O, % 7H,;0,0,002% FeSO, X 7H,0, 0,056% KCl, Aqua dest.; pH-Wert 6,5-6,7; Sterilisation 20 mln bei
120°C. Die beimpfte Vorkultur wird 72h bei einer Temperatur von 29 + 1°C auf einem Fanal-Rundschiittler bei 240 U/min™!

geschiittelt,

Die Vorkulturstufe 2 wird durch Beimpfung des VK 2-Mediums {1% Glucos, 2% Maisquellwasser fliissig, 0,5% Maiskeimdl, Aqua

dest.; pH 6,5-6,7) mit 5% der Vorkulturstufe 1 erhalten. Sie wird 24 h geschiittelt (sishe VK1) und dient dann der Beimpfung der

Transformationskultur {Hauptkultur).

Das Hauptkulturmedium hat folgende Zusammensetzung: 0,7 % Glucose, 6% Maisquellwasser flissig, 0,075% KH,PO4, 0,15%

MgS04 x 7H,0,0,012% MnS0,, 0,005% ZnS0, X 7H;0,0,1% CaClz, 0,2% Maiskeimé!, Aqua dest.; pH 4,5 durch Einstellung mit

1n NaOH; Sterilisation 30min bei 120°C. 2,71 des Hauptkulturmediums werden im 5-1-Laborfermenter {LF2) mit 0,g Induktor:

{20S)-20-Hydroxymethyl-pregn-4-en-3-on (C,-Akohol), gelést in 8ml Methanol, versetzt. Zur Austreibung des Methanols wird

ca. 1/2h bei 500U/min geriibrt. Die Beliiftung wihrend dieser Zeit liegt bei 1501 Luft/h.

Danach erfolgt de Zugabe von 300 ml inoculum (VK2), entsprechend 10% des Arbeitsvolumens des Fermentors.

Wihrend der gesamten Fermentation werden folgende Paramater eingehalten:

Temperatur: 29+1°C

Beliiftung: 0,33vvm

Riihrerdrehzaht: Startdrehzahl 400U/min
Bei pO, < 30% stufenwoise Erhdhung der Drehzah! bis max. 800U/min. Danach kann der poz auch
Werte < 30% annehmen.

pH-Wert: pH 4,5 (Regelung durch Dosierung von 1 N Schwefelséure)

Zur 6., 9. und 12, Fermentationsstunde werden der Kulturlésung jeweils 3g 1-Dehydro-RSS-17-acetat, geldst in 10ml Aceton,
zugegeben.

Wihrend der Fermentation wird der Glucosespiege! mit Glucose-Teststreifen gemessen. Zur 11.Stunde ist Glucose mit dieser
Methode nicht mehr nachweisbar und gleichzeitig zeigt der CO,-Gehalt der Abluft ein Minimum. Es wird mitder kontinuierlichen
Dosierung von 25 ml 6,6%iger Glucose/h begonnen.

Die Kontrolle der Transformation erfolgt diinnschichtchromatographisch. Nach 30stiindiger Fermentation ist die Transformation
beendet - 1-Dehydro-RSS-17-acetat ist nicht mehr nachzuweisen.

Die Fermentation wird abgeschlossen, Fermentorablauf und Spiilwasser werden der Aufarbeitung zugefiihrt.

Es werden 95% der Theorie an Prednisolon-17-acetat in der Kulturlésung erhalten. Die Konzentration des Ausgangssteroids ist
<3%.

Belspiel 2

Die Untersuchung des zur ProzeBkontrolle als Indikator genutzten CN™-hemmbaren Atmungsweges wird in diesem Beispiel
erldutert.

Die Kultivierung des Pilzes Cochliobolus lunatus 148 (ZIMET 43797) wird entsprechend Beispiel 1 ausgefihrt, Zur
Transformation werden 4g/! Steroid eingesetzt, die Zugaben zum Hauptkulturmedium erfelgen zur 0., 6., 9. und 12, Stunde mit
jeweils 3g 1-Dehydro -R5S-17-acetat, gelst in 10ml Aceton.

Zur Bestimmung des Anteils der CN~-hemmbaren Atmung werden wihrend der Fermentation Proben der Kulturlésung
entnommen und die vom Kulturfiltrat abgetrennten und in Phosphat-Puffer (0,1 Md/I, pH 7) resuspendierten Zellen (10-20mg
Trockengewicht/6ml) in siner geschlossenen pO,-MeRzelle mit einer pO,-Elektrode nach Clark vermessen. Nach Einstellng
einer konstanten Atmungsrate wird mit KCN gehemmt (Konzentration in der Mefzelle 2mmol/l).

Die einzelnen Phasen des Biotransformationsprozesses sind durch unterschiedliche Atmungsraten gekennzeichnet.
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Das erste Drittel der Fermentation wird durch einen Anstleg der respiratorischen Aktivititen charakterisiert. Zur 12, Stunde
erreicht die Atmungsrate einen Maximalwert von 20n mol 0:/mg TG x min, Dieser Wert bleibt iber den durch hohe
Transformationsleistungen gekennzeichneten Kultivierungszeitraum konstant, obwoh! der p0z-Gehalt der Kulturldsung auf
otwa 5% absinkt!

Belsplel 3

Die Anzucht des Pilzes Cochliobolus lunatus bis zur Vorkulturstufe 2 erfolgt entsprechend Beispiel 1.

Der mit 2,71 Hauptkulturmedien (siehe Beispiel 1) befillite Fermentor LF2 wird 0,6h vor Fermentationsbeginn mit 1,5g Induktor,
geldstin 10ml Methanol und 3g 1-Dehydro-RSS-17-acetat, gelost in 10 ml Aceton, versetzt, Zur Austreibung der Lésungsmittel
wird 1/2h gerithrt.

Zur Stunde 0 der Fermentation wird der Fermentor mit 300ml VK2 (sishe Beispiel 1) beimpft.

Die Fermentationsbedingungen sind analog Beispiel 1.

Die woitere Substratzugabe erfolgt zur 6., 8., 10. und 12. Fermentationsstunde. Es werden jewells 3g 1-Dehydro-RSS-17-acetat/
10ml Aceton dosiert.

Zur 12,h beginnt die kontinulerliche Glucosedosierung analog Beisplel 1. Die Fermentation s: nach 35h beendet,
Fermentorablauf und Spiilwasser werden der Aufarbeltung zugefiihrt.

Die Ausbeute an Prednisolon-17-acetat in der Kulturlssung betrigt 91% der Theorie.
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