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Mikrobielles Verfahren fiir die Herstellung von Cholanséiurederivaten und in einem solchen Verfahren

verwendete Mikroorganismen.

@ Das mikrobielle Verfahren fiir die Herstellung von
Cholansdurederivaten der folgenden allgemeinen For-
mel:

COOR
7 ~
X “OH
H
worin X
<~-=-0H oder =0

und R das Wasserstoffatom, ein Alkalimetall oder ein
Erdalkalimetall bedeuten, besteht in der Ziichtung eines
Mikroorganismus, welcher in einem Cholsdure oder ein
Salz davon als Substrat enthaltenden Medium zu wach-
sen vermag und aus den Gattungen Arthrobacter, Brevi-
bacterium oder Corynebacterium gewihlt ist, in einem
ein solches Substrat enthaltenden Kulturmedium, worauf
das so erhaltene Cholansiurederivat gesammelt wird.
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PATENTANSPRUCHE 9. Mittel geméss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
1. Mikrobielles Verfahren fiir die Herstellung von Cholan-  dass es der Stamm Arthrobacter CA-35, ATCC Nr. 31651 ist.

sdurederivaten der folgenden allgemeinen Formel: 10. Mittel gemiss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
: dass es der Stamm Arthrobacter CA-35-A589-29-32, ATCC
5 Nr. 31652 ist.
11. Mittel gemiss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
dass es der Stamm Arthrobacter CA-35-A589-47, ATCC Nr.
COOR : 31653 ist.
12. Mittel gemdss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
X s “OH 10 dass es der Stamm Arthrobacter CA-35-A849, ATCC Nr.
31654 ist.
H 13. Mittel gemiss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
' dass es der Stamm Arthrobacter CA-35-A-1071-15, ATCC Nr.
worin X 31655ist.
— 15 14. Mittel geméiss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
<~~OH oder =0 dass es der Stamm Arthrobacter CA-35-A-1448, ATCC Nr.
31656 ist.
H - 15. Mittel gemiss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
) dass es der Stamm Arthrobacter CA-35-A-1475, ATCC Nr.
und R das Wasserstoffatom, ein Alkalimetall oder ein Erdal- 20 31657 ist.
kalimetall bedeuten, dadurch gekennzeichnet, dass man einen 16. Mittel geméss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
Mikroorganismus, welcher in einem Cholséure oder ein Salz dass es der Stamm Arthrobacter CA-35-A-1766-15, ATCC Nr.
davon enthaltenden Medium als Substrat unter Bildung eines 31658 ist.

oben erwihnten Cholansdurederivates zu wachsen vermag 17. Mittel geméss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,
und welcher aus den Gattungen Arthrobacter, Brevibacterium 25 dass es der Stamm Arthrobacter CA-35-M-965-3, ATCC Nr.
oder Corynebacterium entnommen ist, in einem ein solches 31659 ist.

Substrat enthaltenden Kulturmedium ziichtet und schliesslich 18. Mittel gemiss Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,

das so erhaltene Derivat sammelt. : dass es der Stamm Arthrobacter CA-35-Y-37-12, ATCC Nr.
2. Mikrobielles Verfahren gemiss Anspruch 1, dadurch 31660 ist.
gekennzeichnet, dass man als Mikroorganismus einen solchen 30 19. Mittel zur Ausfithrung des Verfahrens nach Anspruch

vom Stamm Arthrobacter CA-35, ATCC Nr. 31651 ; Stamm 1 in Form eines Mikroorganismus der Art Brevibacterium.
Arthrobacter CA-35-A589-29-32, ATCC Nr. 31652; Stamm 20. Mittel gemiss Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet,
Arthrobacter CA-35-A589-47, ATCC Nr. 31653; Stamm dass es der Stamm Brevibacterium CA-6, ATCC Nr. 31661 ist.
Arthrobacter CA-35-A849, ATCC Nr. 31654; Stamm Arthro- 21. Mittel zur Ausfithrung des Verfahrens nach Anspruch
bacter CA-35-A-1071-15, ATCC Nr. 31655; Stamm Arthro- 35 | in Form eines Mikroorganismus der Art Corynebacterium.
bacter CA-35-A-1448, ATCC Nr. 31656; Stamm Arthrobacter 22. Mittel gemiss Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet,
CA-35-A-1475, ATCC Nr. 31657; Stamm Arthrobacter CA- dass es der Stamm Corynebacterium CA-53, ATCC Nr. 31662
35-A-1766-15, ATCC Nr. 31658; Stamm Arthrobacter ist.

CA-35-M-965-3, ATCC Nr. 31659; Stamm Arthrobacter CA-
-35-Y-37-12, ATCC Nr. 31660; Stamm Brevibacterium CA-6, 4
ATCC Nr. 31661 ; oder vom Stamm Corynebacterium CA-53,
ATCC Nr. 31662, einsetzt.

3. Mikrobielles Verfahren gemiss Anspruch 1, dadurch Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein mikrobiel-
gekennzeichnet, dass als Cholansiurederivat die 3a,7¢-Di- les Verfahren fiir die Herstellung von Cholanséurederivaten
hydroxy-12-keto-5p-cholanséiure erzeugt wird. 45 der folgenden allgemeinen Formel:

4. Mikrobielles Verfahren gemiss Anspruch 3, dadurch
gekennzeichnet, dass man als Mikroorganismus einen solchen 0 )
vom Stamm Arthrobacter CA-35-A589-29-32, ATCC Nr. ‘ (1)
31652; Stamm Arthrobacter CA-35-A589-47, ATCC Nr. COOR

31653; Stamm Arthrobacter CA-35-A849, ATCC Nr. 31654; 30

Stamm Arthrobacter CA-35-A-1071-15, ATCC Nr. 31655;

Stamm Arthrobacter CA-35-A-1448, ATCC Nr. 31656; X ““OH
Stamm Arthrobacter CA-35-A-1475, ATCC Nr. 31657; ‘ H

Stamm Arthrobacter CA-35-A-1766-15, ATCC Nr. 31658;

Stamm Arthrobacter CA-35-M-965-3, ATCC Nr. 31659; oder 3% worin X

vom Stamm Arthrobacter CA-35-Y-37-12, ATCC Nr. 31660, --0H oder ==0
verwendet.
5. Mikrobielles Verfahren gemiss Anspruch 1, dadurch \
gekennzeichnet, dass man Cholséure in einer Konzentration : H
von 1 bis 500 g/1 als Substrat verwendet. 60
6. Mikrobielles Verfahren geméss Anspruch 5, dadurch und R das Wasserstoffatom, ein Alkalimetall oder ein Erdal-
gekennzeichnet, dass man Cholsdure in einer Konzentration kalimetall bedeuten, sowie auf in diesem Verfahren verwen-
von 5 bis 300 g/1 als Substrat verwendet. dete Mikroorganismen. Insbesondere lassen sich gemdss vor-
7. Mikrobielles Verfahren gemiss Anspruch 6, dadurch liegender Erfindung die Cholansdurederivate der obigen all-
gekennzeichnet, dass man Cholséure in einer Konzentration 9 gemeinen Formel I in hoher Ausbeute innerhalb kurzer Zeit
von 10 bis 200 g/1 als Substrat verwendet. herstellen, indem man einen spezifischen Mikroorganismus in

8. Mittel zur Ausfithrung des Verfahrens nach Anspruch 1 einem Cholsdure oder ein Salz davon als Substrat enthalten-
in Form eines Mikroorganismus der Art Arthrobacter. den Kulturmedium ziichtet.



Die Cholansiurederivate der obigen Formel I, worin X
die Gruppierung
~--0H
\ 5

H

bedeutet, nimlich die 3a,7a-Dihydroxy-12-keto-58-cholan-
sdure oder ein Salz davon, sind wertvolle Zwischenprodukte
fiir die Herstellung eines Gallensteine aufzuldsen vermogen-
den Mittels, namlich der Chenodesoxycholsidure (CDCA),
auch 3a,70-Dihydroxy-5B-cholansiure genannt. Die Cholan-
siurederivate der obigen Formel I, worin X das Sauerstoff-
atom bedeutet, ndmlich die 7a-Hydroxy-3,12-diketo-5p-cho-
lansdure oder deren Salze sind wertvolle Zwischenprodukte
fiir die Herstellung der Desoxycholsiure, welche ihrerseits
wiederum ein wertvolles Ausgangsmaterial fiir die Herstel-
lung des Progesterons und von Nebennierenrindensteroiden
(Corticosteroiden) darstelit.

Bekanntlich lassen sich die Cholansiurederivate der obi-
gen Formel I auf mikrobiellem Wege unter Verwendung von
Cholsdure oder einem Salz davon als Substrat herstellen. So
beschreiben beispielsweise Hayakawa et al. ein Verfahren zur
Herstellung der 3a,7a-Dihydroxy-12-keto-58-cholanséure
unter Verwendung des Stammes Streptomyces gelaticus 1164 25
[The Journal of Biochemistry (Japan), Bd. 44, Nr. 2, Seiten
109 bis 113 (1957); und Proceedings of Japan Academy, Bd.
32, Seiten 519 bis 522 (1956)]. Ferner beschreiben Hasegawa
et al. Verfahren zur Herstellung der 3a,7a-Dihydroxy-
12-keto-5f-cholanséure unter Verwendung des Stammes
Aspergillus cinnamomeus HUT 2026 [Hiroshima Journal of
Medical Science, Bd. 8, Nr. 3, Seiten 277 bis 283 (1959)].
Kikuchi et al. beschreiben ebenfalls ein Verfahren zur Her-
stellung der 3a,70a-Dihydroxy-12-keto-5p-cholansédure unter
Verwendung des Stammes Staphylococcus epidermidis H-1
[Journal of Biochemistry, Bd. 72, Nr. 1, Seiten 165 bis 172
(1972)). Ferner beschreiben Hayakawa et al. ein Verfahren zur
Herstellung der 7a-Hydroxy-3,12-diketo-58-cholansédure
unter Verwendung des Stammes Streptomyces gelaticus 1164
[Proceedings of Japan Academy, Bd. 32, Seiten 519 bis 522
(1956)).

Diese Verfahren bedingen aber eine niedrige Konzentra-
tion an Cholsiure als Substrat in einem Kulturmedium, und
zwar von nicht mehr als 10 g/1. Aufgrund von Versuchen der
Patentinhaberin konnte festgestellt werden, dass die Chol-
sdure tatsichlich in einer geringen Konzentration beim Arbei-
ten nach den bekannten mikrobiellen Verfahren fiir die Her-
stellung von Cholansiurederivaten zur Anwendung gelangen
muss, da die zu verwendenden Mikroorganismen bei einer
Konzentration von nicht weniger als 20 g/1 Cholsdure kaum
wachsen oder iiberhaupt nicht wachsen. Hinzu kommt, dass
diese bekannten Methoden eine allzu lange Ziichtungsdauer
erfordern. Daraus ergibt sich der Wunsch zur Entwicklung
eines Verfahrens fiir die Hersteltung von Cholansdurederiva-
ten, welches innerhalb einer kurzen Zeitdauer die gewiinsch-
ten Produkte in hoher Ausbeute liefert. Es wurde nun gefun-
den, dass gewisse Mikroorganismen, die zu den Gattungen
Arthrobacter, Brevibacterium und Corynebacterium gehoren,
in einem Cholséure oder ein Salz davon als Substrat enthal-
tenden Medium in einer stark gestreuten Konzentration zu
wachsen fihig sind und die besagten Cholansiurederivate in
hoher Ausbeute innerhalb einer kurzen Zeitdauer zu liefern
vermdgen.

Ein Ziel der vorliegenden Erfindung ist die Schaffung
eines mikrobiellen Verfahrens fiir die Herstellung von Chol-
ansdurederivaten der obigen allgemeinen Formel I, dank wel-
chem man diese Verbindungen in hoher Ausbeute innerhalb
kurzer Zeit erhilt. Als Mittel zur Ausfithrung dieses Verfah-
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rens eignen sich gewisse neue Mikroorganismen, welche in
einem Cholsdure oder ein Salz davon als Substrat enthalten-
den Medium zu wachsen fihig sind. Die vorliegende Erfin-
dung wird durch die nachstehende Beschreibung erldutert.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich daher auf ein
mikrobielles Verfahren fiir die Herstellung von Cholanséure-
derivaten der obigen allgemeinen Formel I, welches Verfah-
ren darin besteht, dass man einen Mikroorganismus, welcher
unter Bildung der Cholansiurederivate in einem Cholsdure
oder ein Salz davon als Substrat enthaltenden Medium zu
wachsen fihig ist, ziichtet, wobei man als Mikroorganismen
solche der Gattungen Arthrobacter, Brevibacterium und
Corynebacterium einsetzt und die Ziichtung in einem das
Substrat enthaltenden Kulturmedium vornimmt und daraus
das entstandene Derivat gewinnt.

Die fiir die vorliegende Erfindung in Frage kommenden
Mikroorganismen sind aus dem Boden isolierte Mikroorga-
nismen und Mutanten davon, welche man durch natiirliche
Mutation oder beispielsweise durch Rontgenstrahlenbehand-
lung, Ultraviolettbestrahlung, mit Hilfe eines mutationsauslo-
senden Agens, wie z.B. N-Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguani-
din, 4-Nitrochinolin-N-oxid, Acriflavin oder Athylmethansul-
fonat, oder einer Kombination davon und dergleichen
erhilt.

Die neuen, in einem Cholsiure oder ein Salz davon ent-
haltenden Kulturmedium Cholansiurederivate der allgemei-
nen Formel I zu erzeugen vermdgenden Mikroorganismen
wurden beim Fermentation Research Institute, Agency of
Industrial Science and Technology, 8-1 Inage-Igashi 5 chome,
Chiba City, Japan (nachstehend mit FERM bezeichnet) und
am 17. Juni 1980 bei American Type Culture Collection,
12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, USA
(nachstehend mit ATCC bezeichnet) hinterlegt, und zwar der
Stamm Arthrobacter CA-35 (FERM-P Nr. 5145; ATCC Nr.
31651), der Stamm Arthrobacter CA-35-A589-29-32 (FERM-P
Nr. 5522; ATCC Nr. 31652), der Stamm Arthrobacter CA-
35-A589-47 (FERM-P Nr. 5523; ATCC Nr. 31653), der
Stamm Arthrobacter CA-35-A849 (FERM-P Nr. 5524; ATCC
Nr. 31654), der Stamm Arthrobacter CA-35-A-1071-15
(FERM-P Nr. 5525; ATCC Nr. 31655), der Stamm Arthrobac-
ter CA-35-A-1448 (FERM-P Nr. 5526; ATCC Nr. 31656), der
Stamm Arthrobacter CA-35-A-1475 (FERM-P Nr. 5527;
ATCC Nr. 31657), der Stamm Arthrobacter CA-35-A-1766-15
(FERM-P Nr. 5528; ATCC Nr. 31658), der Stamm Arthrobac-
ter CA-35-M-965-3 (FERM-P Nr. 5529; ATCC Nir. 31659),
der Stamm Arthrobacter CA-35-Y-37-12 (FERM-P Nr. 5530;
ATCC Nr. 31660), der Stamm Brevibacterium CA-6
(FERM-P Nr. 5144; ATCC Nr. 31661) und der Stamm Cory-
nebacterium CA-53 (FERM-P Nr. 5532; ATCC Nr. 31662).
Die Stimme Arthrobacter CA-35, Brevibacterium CA-6 und
Corynebacterium CA-53 sind wilde Stimme, wihrend die
iibrigen neun Arthrobacter-Stimme Mutanten vom Stamm
Arthrobacter CA-35 sind. Der Stamm Arthrobacter CA-35-Y-
37-12 wird durch Ultraviolettbestrahlung erzeugt. Die iibrigen
acht Mutanten des Stammes Arthrobacter CA-35 werden
durch Behandlung des Ausgangs-Stammes mit N-Methyl-
N’-nitro-N-nitrosoguanidin erhalten.

Die morphologischen Eigenschaften, die Ziichtungseigen-
schaften und die physiologischen Eigenschaften dieser
Stimme finden sich in der folgenden Tabelle 1. Zu Ver-
gleichszwecken finden sich in der folgenden Tabelle 1 auch
die Eigenschaften des Stammes Arthrobacter simplex IAM
1660, welcher mit dem Stamm Arthrobacter CA-35 verwandt
ist.
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4
Tabelle 1

Eigenschaften

Stamm Arthrobacter simplex IAM 1660

Stamm Arthrobacter CA-35

Mikroskopische Beobachtung
Form

Zellteilung

Grosse (1)
Flagellen
Sporen
Gram-Firbung
Firbung der sdurefesten
Bakterien

Beobachtung des
Ziichtungsmediums
Bouillon-Agar-Platte

Gelatine-Stichkultur

Lackmus-Milch

BCP-Milch

Physiologische Eigenschaften’
Nitratreduktion
Denitrifizierung
Methylrot-Test
Voges-Proskauer-Test
Indolerzeugung
H:S-Erzeugung
Stiarkehydrolyse
Citratverwertung
Assimilation anorgani-
scher Stickstoffquellen
Urease
Oxidase
Catalase
Sauerstoffbedarf
Oxidations-Fermentations-Test
Erzeugung von Sduren und
Gasen aus Kohlehydraten?

1. L-Arabinose

2. D-Xylose

3. D-Glucose

4. D-Mannose

5. Fructose

6. D-Galactose

7. Maltose

8. Saccharose

9. Lactose
10. Trehalose
11. D-Sorbit
12. D-Mannit
13. Inosit
14. Glycerin
15. Stérke

Stabchenformig (manchmal angeschwollen
oder gekriimmt) im engl. Sprachgebrauch
mit «rods (sometimes swollen or curved)»
bezeichnet

0,4 bis 0,5x 1 bis 3
Keine

Keine
Positiv-variabel

Keine

Kreisformig, schwach erhoht, farblos, glatt,
glitzernd, transparent (im engl. mit «circular,
slightly raised, colorless, smooth, glistening,
transparent» bezeichnet)

Taschenformige Verfliissigung (im engl.
Sprachgebrauch mit «saccate liquefaction»
bezeichnet)

Lackmus reduziert, Milch geklart (im engl.
mit «litmus reduced, milk cleared»
bezeichnet)

Klar werdend, alkalisch werdend (im engl.
als «clearing, becoming alkaline»
bezeichnet)

+

+ i+ |

+

+
Aerob

Wachstum Sduren Assimilation

+

|
|
I+ 1+ 1 +1 + 1

+H++F A
[
|

Stdbchenformig (manchmal aufgebrochen
oder gekritmmt) im engl. Sprachgebrauch mit
«rods (sometimes snapped or curved)»
bezeichnet

Aufbrechend (im engl. Sprachgebrauch mit
«snapping» bezeichnet)

0,8 bis 0,9 x 1,7 bis 2,2

Keine

Keine

Positiv -

Keine

Kreisférmig, schwach erhoht, gelb bis
creme-farbig, glatt, glitzernd, opak (im engl.
Sprachgebrauch mit «circular, slightly raised,
yellow to cream-colored, smooth, glistening,
opaque» bezeichnet)

Keine Verfliissigung

Lackmus reduziert, Milch unveréndert (im
engl. mit «litmus reduced, milk unchanged»
bezeichnet)

Alkalisch, nicht koaguliert und nicht
peptonisiert

+

+

+

+

+ bis —

+

Aerob

Oxidativ

WachstumSiduren  Gase Assimilation
+ - - +++
+ - - + bis -
+ + - +++
+ - - ++
+ + - +++
+ - - +++
+ - - +++
+ - - +

+ - - -

+ — - -

+ — p— —

+ —_— p— —

+ p— - -—

+ - - +++
+ - — -
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Tabelle 1 (Fortsetzung)
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Eigenschaften

Stamm Arthrobacter CA-35-A589-29-32

Stamm Arthrobacter CA-35-A589-47

Mikroskopische Beobachtung
Form

Zellteilung

Grosse (W)

Flagelien

Sporen

Gram-Firbung

Farbung siurefester Bakterien
Beobachtung des
Ziichtungsmediums
Bouillon-Agar-Platte

Cholsédure (10 g/1) enthaltende
Bouillon-Agar-Platte
Gelatine-Stichkultur
Lackmus-Milch

BCP-Milch

Physiologische Eigenschaften!
Nitratreduktion
Denitrifizierung
Methylrot-Test
Voges-Proskauer-Test
Indolerzeugung
H:S-Erzeugung
Stirkehydrolyse
Citratverwertung
Assimilation anorganischer
Stickstoffquellen
Ammonium
Nitrat

Urease
Oxidase
Catalase
Sauerstoffbedarf
Oxidations-Fermentations-Test
Erzeugung von Sduren und
Gasen aus Kohlehydraten?

1. L-Arabinose

2. D-Xylose

3. D-Glucose

4. D-Mannose

5. D-Fructose

6. D-Galactose

7. Maltose

8. Saccharose

9. Lactose
10. Trehalose
11. D-Sorbit
12. D-Mannit
13. Inosit
14. Glycerin
15. Stirke

Kurze Stibchen

0,8 bis 1,0x 1,3 bis 2,0
Polare Flagellen
Keine

Positiv

Keine

Kreisformig, flach, gelb, glatt, glitzernd,
opak

Kreisformig, flach, gelb, glatt, glitzernd,
opak

Verfliissigung

Lackmus reduziert, Milch nicht koaguliert
und nicht peptonisiert

Alkalisch, nicht koaguliert und nicht
peptonisiert

+

+ 1+ 1

+ +

+
Aerob
Oxidativ

Kurze Stibchen

0,8 bis 1,0x 1,3 bis 2,3
Flagellen

Keine

Positiv

Keine

Kreisformig, flach, gelb, glatt, glitzernd, opak

Kreisformig, flach, weiss bis blass
cremefarbig, glatt, glitzernd, opak
Verfliissigung

Lackmus reduziert, Milch nicht koaguliert
und nicht peptonisiert

Alkalisch, nicht koaguliert und nicht
peptonisiert
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6

Tabelle 1 (Fortsetzung)

Eigenschaften

Stamm Arthrobacter CA-35-A 849

Stamm Arthrobacter CA-35-A-1071-15

Mikroskopische Beobachtung
Form

Zellteilung

Grosse (L)

Flagellen

Sporen

Gram-Firbung

Farbung sdurefester Bakterien
Beobachtung des
Ziichtungsmediums
Bouillon-Agar-Platte

Cholsiure (10 g/1) enthaltende
Bouillon-Agar-Platte
Gelatine-Stichkultur
Lackmus-Milch

BCP-Milch

Physiologische Eigenschaften!
Nitratreduktion
Denitrifizierung
Methylrot-Test
Voges-Proskauer-Test
Indolerzeugung
H:S-Erzeugung
Stiarkehydrolyse
Citratverwertung
Assimilation anorganischer
Stickstoffquellen
Ammonium
Nitrat
Urease
Oxidase
Catalase
Sauerstoffbedarf
Oxidations-Fermentations-Test
Erzeugung von Sduren und
Gasen aus Kohlehydraten®

1. L-Arabinose

2. D-Xylose

3. D-Glucose

4. D-Mannose

5. D-Fructose

6. D-Galactose

7. Maltose

8. Saccharose

9. Lactose
10. Trehalose
11. D-Sorbit
12. D-Mannit
13. Inosit
14. Glycedrin
15. Stérke

Kurze Stibchen

0,7 bis 1,0 x 1,3 bis 2,3
Keine

Keine

Positiv

Keine

Kreisformig, flach, gelb, glatt, glitzernd,

opak

Kreisformig, flach, weiss bis blass
cremefarbig, glatt, glitzernd, opak
Verfliissigung

Lackmus reduziert, Milch nicht koaguliert

und nicht peptonisiert

Alkalisch, nicht koaguliert und nicht

peptonisiert

+

+ 1 + 1

+ +

+
Aerob
Oxidativ

Sduren Gase

P+t + 10+ 1
|

Kurze Stibchen

0,8 bis 1,0x 1,3 bis 2,5
Keine

Keine

Positiv

Keine

Kreisformig, flach, gelb, glatt, glitzernd, opak

Kreisformig, flach, weiss bis blass
cremefarbig, glatt, glitzernd, opak
Verfliissigung

Lackmus reduziert, Milch nicht koaguliert
und nicht peptonisiert

Alkalisch, nicht koaguliert und nicht
peptonisiert

+

+ 1+ 11

+

+
Aerob
Oxidativ -

w
I
=
=
[}
=}
Q
N
wn
43

L +++ 1+ 1+
t
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Tabelle [ (Fortsetzung)

Eigenschaften

Stamm Arthrobacter CA-35-A-1448

Stamm Arthrobacter CA-35-A-1475

Mikroskopische Beobachtung
Form

Zellteilung

Grosse (1)

Flagellen

Sporen

Gram-Firbung

Farbung sdurefester Bakterien
Beobachtung des
Ziichtungsmediums
Bouillon-Agar-Platte

Cholsiure (10 g/1) enthaltende
Bouillon-Agar-Platte
Gelatine-Stichkultur
Lackmus-Milch

BCP-Milch

Physiologische Eigenschaften!
Nitratreduktion
Denitrifizierung
Methylrot-Test
Voges-Proskauer-Test
Indolerzeugung
H:S-Erzeugung
Stirkehydrolyse
Citratverwertung
Assimilation anorganischer
Stickstoffquellen
Ammonium
Nitrat

Urease
Oxidase
Catalase
Sauerstoffbedarf
Oxidations-Fermentations-Test
Erzeugung von Sduren und
Gasen aus Kohlehydraten®

1. L-Arabinose

2. D-Xylose

3. D-Glucose

4. D-Mannose

5. D-Fructose

6. D-Galactose

7. Maltose

8. Saccharose

9. Lactose
10. Trehalose
11. D-Sorbit
12. D-Mannit
13. Inosit
14. Glycerin
15. Stérke

Kurze Stibchen

0,7 bis 1,0x 1,2 bis 2,0
Flagellen

Keine

Positiv

Keine

Kreisformig, flach, gelb, glatt, glitzernd,
opak

Kreisformig, flach, weiss bis blass
cremefarbig, glatt, glitzernd, opak
Verflissigung

Lackmus reduziert, Milch nicht koaguliert

und nicht peptonisiert
Alkalisch, nicht koaguliert und nicht
peptonisiert

+

+ |+ 1

+ +

+
Aerob
Oxidativ

4+ 1+ + 1+
[=1
-t
(1]
=
!

Kurze Stabchen bis «Coccus»-dhnlich (im
engl. als «short rod to coccus» bezeichnet)

1,0 bis 1,3x 1,2 bis 1,8
Flagellen

Keine

Positiv

Keine

Kreisformig, flach, gelb, glatt, glitzernd, opak

Kreisformig, flach, weiss bis blass
cremefarbig, glatt, glitzernd, opak
Verfliissigung

Lackmus reduziert, Milch nicht koaguliert

und nicht peptonisiert

Alkalisch, nicht koaguliert und nicht

peptonisiert

+

+ 1 + 1
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

Eigenschaften

Stamm Arthrobacter CA-35-A-1766-15

Stamm Arthrobacter CA-35-M-965-3

Mikroskopische Beobachtung
Form

Zellteilung

Grosse (1)

Flagellen

Sporen

Gram-Firbung

Farbung sidurefester Bakterien
Beobachtung des
Ziichtungsmediums
Bouillon-Agar-Platte

Cholsiure (10 g/1) enthaltende
Bouillon-Agar-Platte
Gelatine-Stichkultur
Lackmus-Milch

BCP-Milch

Physiologische Eigenschaften!
Nitratreduktion
Denitrifizierung
Methylrot-Test
Voges-Proskauer-Test
Indolerzeugung
H.S-Erzeugung
Starkehydrolyse
Citratverwertung
Assimilation anorganischer
Stickstoffquellen

Ammonium

Nitrat
Urease
Oxidase
Catalase
Sauerstoffbedarf
Oxydations-Fermentations-Test
Erzeugung von Séuren und
Gasen aus Kohlehydraten?
. L-Arabinose
. D-Xylose
. D-Glucose
. D-Mannose
. D-Fructose
. D-Galactose
. Maltose
. Saccharose
. Lactose
10. Trehalose
11. D-Sorbit
12. D-Mannit
13. Inosit
14. Glycerin
15. Stédrke

W N =

O 00~ L A

Kurze Stibchen

0,6 bis 1,2 x 1,0 bis 2,3
Flagellen

Keine

Positiv

Keine

Kreisformig, flach, gelb, glatt, glitzernd,
opak

Kreisformig, flach, gelb, glatt, glitzernd,
opak

Verflissigung

Lackmus reduziert, Milch nicht koaguliert
und nicht peptonisiert

Alkalisch, nicht koaguliert und nicht
peptonisiert

+

+ 1+ 1

+

+
Aerob
Oxidativ

Sduren Gase

L+ 1+ 1 + 1
|

Kurze Stiibchen bis «Coccus»-dhnlich (im
engl. «short rod to coccus» bezeichnet)

1,0 bis 1,2x 0,8 bis 1,6
Flagellen

Keine

Positiv

Keine

Kreisformig, flach, gelb, glatt, glitzernd, opak

Kreisformig, flach, weiss bis blass
cremefarbig, glatt, glitzernd, opak

Keine Verfliissigung

Lackmus reduziert, Milch nicht koaguliert
und nicht peptonisiert

Alkalisch, nicht koaguliert und nicht
peptonisiert

+

+ 1+ |
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Tabelle 1 (Fortsetzung)
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Eigenschaften

Stamm Arthrobacter CA-35-Y-37-12

Stamm Brevibacterium CA-6

Mikroskopische Beobachtung
Form

Zellteilung

Grosse (1)

Flagellen

Sporen

Gram-Firbung

Firbung siurefester Bakterien
Beobachtung des
Ziichtungsmediums
Bouillon-Agar-Platte

Cholsdure (10 g/1) enthaltende
Bouillon-Agar-Platte
Gelatine-Stichkultur
Lackmus-Milch

BCP-Milch

Physiologische Eigenschaften!
Nitratreduktion
Denitrifizierung
Methylrot-Test
Voges-Proskauer-Test
Indolerzeugung
H:S-Erzeugung
Starkehydrolyse
Citratverwertung
Assimilation anorganischer
Stickstoffquelien
Ammonium
Nitrat

Urease
Oxidase
Catalase
Sauerstoffbedarf
Oxydations-Fermentations-Test
Erzeugung von Séuren und
Gasen aus Kohlehydraten?

1. L-Arabinose

2. D-Xylose

3. D-Glucose

4. D-Mannose

5. D-Fructose

6. D-Galactose

7. Maltose

8. Saccharose

9. Lactose
10. Trehalose
11. D-Sorbit
12. D-Mannit
13. Inosit
14. Glycerin
15. Stirke

Kurze Stiibchen

0,8 bis 1,0x 1,5bis 2,5
Flagellen

Keine

Positiv

Keine

Kreisférmig, flach, gelb, glatt, glitzernd,

opak

Kreisformig, flach, cremefarbig, glatt,

flitzernd, opak
Verfliissigung

Lackmus reduziert, Milch nicht koaguliert

und nicht peptonisiert

Alkalisch, nicht koaguliert und nicht

peptonisiert

3

+ 1 + 1

+ +

+
Aerob
Oxidativ

|
+H++ A+t A A+

I+ + 1
|

Wachstum

Stibchen

1,0x 2,5 bis 4,0
Polare Flagellen
Keine

Positiv

Keine

Wellenformig, leicht aufgerichtet, farblos,

glatt, glitzernd, durchscheinend

Verfliissigung

Peptonisiert und alkalisch geworden

Peptonisiert und alkalisch geworden

+

+

+

+

+

+

+

Aerob

Sdauren  Gase Assimilation
+ - +++
+ - +
+ - +++
+ - +
+ - + 4+
+ - + 4+
- - +++
- - +
- - +++
+ - 4+ +
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Tabelle | (Fortsetzung)

Eigenschaften Stamm Corynebacterium CA-53

Mikroskopische Beobachtung

Form stabformig, «coryneformig»

Zellteilung «snapping», d.h. aufbrechend

Grosse (W) 1,3bis 2,4x 1,0 bis 1,2

Flagellen - Keine

Sporen Keine

Gram-Firbung Positiv

Firbung sdurefester Bakterien ~ Keine

Beobachtung des

Ziichtungsmediums

Nihr-Agar-Platte Kreisformig, flach, gelb, glatt, glitzernd,
opak

Gelatine-Stichkultur Keine Verfliissigung

Lackmus-Milch Lackmus reduziert mit braunem Sediment

BCP-Milch Alkalisch

Physiologische Eigenschaften!

Nitratreduktion +

Denitrifizierung -

Methylrot-Test -

Voges-Proskauer-Test -

Indolerzeugung -

H:S-Erzeugung +

Stirkehydrolyse -

Citratverwertung +

Assimilation anorganischer

Stickstoffquellen +

Urease -

Oxidase +

Catalase +

Sauerstoffbedarf Aerob

Oxidations-Fermentations-Test —

Erzeugung von Sauren und

Gasen aus Kohlehydraten? Sduren Gase
1. L-Arabinose - -
2. D-Xylose - -
3. D-Glucose - -
4. D-Mannose - -
5. D-Fructose - -
6. D-Galactose - -
7. Maltose - -
8. Saccharose - -
9. Lactose - -

10. Trehalose - -

11. D-Sorbit - _

12. D-Mannit - -

13. Inosit - -

14. Glycerin - -

15. Stirke - -

Wie nachstehend erwihnt, sind die englischen Bezeich- 55 Eigenschaften oder erzeugt nicht das entsprechende
nungen und die Kurvenbezeichnungen dem Bergey’s Manual Produkt.
of Determinative Bacteriology, 7. und 8. Auflagen, zu entneh- 2. Die bei der Erzeugung von Sduren und Gasen aus Koh-
men. lehydraten verwendeten Symbole bedeuten folgendes:
Bemerkungen: i) Wachstum, Séuren und Gase:

1. Die im Zusammenhang mit den physiologischen Eigen- ¢  Der Stamm wurde in einem Hugh- und Leifson-Medium
schaften zur Anwendung gelangten Symbole bedeuten folgen-  geziichtet, mit der Bedingung, dass jedes der Kohlehydrate 1

des: bis 15 als Kohlenstoffquelle eingesetzt wurde, wobei dessen

+  Der Stamm besitzt die entsprechenden Eigenschaften Wachstum und die Erzeugung von Siuren und Gasen beob-
oder erzeugt das entsprechende Produkt achtet wurden.

4+ Esist schwierig zu bestimmen, ob der Stamm die o5 +  Der Stamm wichst oder eine Saure oder ein Gas wird
entsprechenden Eigenschaften aufweist oder das . erzeugt
entsprechende Produkt erzeugt oder nicht +  Esist schwierig festzustellen, ob der Stamm wichst

—  Der Stamm besitzt nicht die entsprechenden oder eine Siure oder ein Gas erzeugt wird oder nicht



i1

Der Stamm wichst nicht oder es wird keine Sdure oder
kein Gas erzeugt
ii) Assimilation:
Das NHaNOs (2 g/1), KH2POs (2 g/1), K2HPO: (5 g/1),
MgS0s-7H20 (0,2 g/1), Hefeextrakt (0,1 g/1) und eines der 5
Kohlehydrate 1 bis 15 (5 g/1) enthaltende Kulturmedium
wurde in ein Rohr mit einem Durchmesser von 21 mm einge-
bracht, der Stamm unter Schiitteln darin geziichtet und des-
sen Assimilation (Wachstum) beobachtet.
Es findet kein Wachstum des Stammes statt
+  Der Stamm wichst schwach
+  Der Stamm wichst
+ + Der Stamm wichst gut
+ + +4Der Stamm wichst sehr gut

Aufgrund der obigen morphologischen, Ziichtungs- und
physiologischen Eigenschaften wurde die Klassifikation der
Stimme nach dem Bergey’s Manual of Determinative Bacte-
riology 7. und 8. Auflagen bestimmt.

Es kann festgestellt werden, dass der Stamm Arthrobacter
CA-35 aufgrund der mikroskopischen Beobachtungen, wie
2.B. Form, Gram-Firbung usw., sowie aufgrund dessen phy-
siologischen Eigenschaften eine Beziehung zu Arthrobacter
simplex besitzt. Der Stamm Arthrobacter CA-35 ist aber
beziiglich der Pigmenterzeugung, der Assimilation von Koh-
lehydraten und dem Wachstum in einem Cholsdure enthal-
tenden Medium vom Stamm Arthrobacter simplex IAM 1660
verschieden. Der Stamm Arthrobacter CA-35 kann in einem
Natriumcholat als alleinige Kohlenstoffquelle enthaltendem
Medium bei hoher Konzentration von beispielsweise unge-
fihr 20 bis 500 g/1 wachsen, wobei als hauptséchlichste meta- 30
bolische Produkte die 7o-Hydroxy-3,12-diketo-5p-cholan-
siure, 3a,7a-Dihydroxy-12-keto-5p-cholansiure, 70,120.-Di-
hydroxy-3-keto-5B-cholansdure und/oder deren Natriumsalze
erzeugt werden, wihrend der Stamm Arthrobacter simplex
IAM 1660 in einem Natriumcholat als einzige Kohlenstoff-
quelle enthaltenden Medium bei einer Konzentration von 10
g/1 kaum wachsen kann.

Der Stamm Arthrobacter CA-35 erzeugt gelbe bis creme-
farbene Pigmente. Andererseits existieren als Mikroorganis-
men, welche zur Gattung Arthrobacter gehoren und eine Pig- 40
mentproduktivitit aufweisen, Arthrobacter oxydans, Arthrob-
acter aurescens und Arthrobacter ureafaciens. Der Stamm
Arthrobacter CA-35 unterscheidet sich aber ebenfalls von die-
sen Mikroorganismen, denn Arthrobacter oxydans und Arthr-
obacter aurescens sind gewohnlich gramnegativ und hydroly-
sieren Stirke, wahrend Arthrobacter ureafaciens im aligemei-
nen gram-negativ ist und Nitrat nicht reduziert. Es darf daher
angenommen werden, dass der Stamm Arthrobacter CA-35
eine neue Art darstellt, welche zur Gattung Arthrobacter
gehort und dies deshalb, weil er sich von den iiblichen zur
Gattung Arthrobacter gehdrenden Arten
unterscheidet.

Wenn auch gewisse Mutanten des Stammes Arthrobacter
CA-35 sich vom Ausgangs-Stamm wegen des Vorliegens von
Flagellen grundsitzlich unterscheiden, wird festgestellt, dass
diese Mutanten zur Gattung Arthrobacter gehdren, weil eine
Mutante im allgemeinen in der gleichen Art ihres Ausgangs-
Stammes klassifiziert wird. '

Es wird festgestellt, dass der Stamm Brevibacterium CA-6
angesichts der mikroskopischen Beobachtungen, wie z.B. der 60
Gram-Firbung und dergleichen, und wegen seiner physiolo-
gischen Eigenschaften zur Gattung Brevibacterium gehort.

Der Stamm Brevibacterium CA-6 ist allerdings etwas ver-
schieden von den anderen Mikroorganismen, die zur Gattung
Brevibacterium gehoren, weil die anderen Mikroorganismen o5
zu den Peritrichen gehorige (bewimperte) Flagellen aufwei-

sen, wihrend der Stamm Brevibacterium CA-6 ein polares
Flagellum aufweist usw.
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Ferner wird festgestellt, dass der Stamm Corynebacterium
CA-53 mit Corynebacterium equi nahe verwandt ist.

Das erfindungsgemisse Verfahren wird durch Ziichtung
eines Mikroorganismus durchgefiibrt, welcher in einem Chol-
sdure oder ein Salz davon als Substrat enthaltenden Medium
zu wachsen fahig ist, wobei die Mikroorganismen den Gat-
tungen Arthrobacter, Brevibacterium und Corynebacterium
entnommen werden, wobei die Ziichtung in einem Medium
erfolgt, welches Cholséure oder ein Salz davon als Substrat
enthalt.

Gemiss vorliegender Erfindung kann die Cholséure als
solche als Substrat eingesetzt werden. Man kann aber auch
ein Alkalimetallsalz der Cholsiure, wie z.B. Natriumcholat,
Kaliumcholat oder dergleichen, oder ein Erdalkalimetallsalz
der Cholsiure, wie z.B. Calciumcholat, Magnesiumcholat
oder dergleichen, vorzugsweise aber ein Alkalimetallsalz
davon, verwenden. Verwendet man ein Cholat, so wird dieses
in Wasser gelost, um eine wissrige Losung zu erhalten, wel-
che das Cholat in einer vorbestimmten Konzentration enthilt.
Andererseits kann man eine gewisse Menge einer Alkalime-
tallverbindung oder einer Erdalkalimetallverbindung, welche
mit Cholsiure ein Salz bildet, zuvor in Wasser 16sen und
dann dieser Losung Cholsdure zusetzen, wobei man eine
wissrige, ein Cholat in einer vorbestimmten Konzentration
enthaltende Losung erhilt. Die Konzentration der Cholséure
oder ihres Salzes kann in einem grossen Bereich von ungefihr
1 bis 500 g/1, als Cholsdure berechnet, schwanken. Jenach der
gewiinschten Ausbeute an einem der Cholanséurederivate der
Formel I, je nach den Ziichtungsbedingungen und je nach der
wirtschaftlichen Effizienz, wie z.B. Handhabung und Bearbei-
tungsmoglichkeiten und dergleichen, ist es empfehlenswert,
die Cholséure oder ein Salz davon in einer Konzentration von
ungefihr 5 bis 300 g/1 und vorzugsweise von ungefahr 10 bis
200 g/1, berechnet als Cholsdure, zu verwenden.

Die Ziichtung kann in an sich bekannter Weise gesche-
hen, wobei man gew6hnlich eine Schiittelkultur oder eine
submerse Kultur unter Verwendung eine fliissigen Mediums
anwendet.

Als Medium kann man ein solches verwenden, welches
durch den zur Anwendung gelangenden Mikroorganismus
assimilierbare Nihrstoffe enthélt. Das Medium kann Chol-

~ sdure oder ein Salz davon als einzige Kohlenstoffquelle oder

eine zusitzliche Kohlenstoffquelle, wie z.B. eine Pentose, z.B.
Arabinose usw., eine Hexose, wie z.B. Glucose, Mannose,
Fructose, Galactose usw., ein Disaccharid, wie z.B. Maltose
usw., ein Stirkezersetzungsprodukt, wie z.B. Dextrin usw.,
einen Zuckeratkohol, wie z.B. Sorbit usw., einen mehrwerti-
gen Alkohol, wie z.B. Glycerin usw., eine Mischung davon
oder dergleichen und/oder andere Nihrstoffe, wie z.B . ein
Polypepton, ein Pepton, Fleischextrakt, Malzextrakt, Mais-
quelifliissigkeit, Hefeextrakt, eine Aminosiure, ein Gemisch
davon oder dergleichen, enthalten. Im allemeinen kann man
dem Medium eine zusitzliche Kohlenstoffquelle und/oder
einen anderen Nihrstoff in einer Konzentration von 0,1 bis
10 g/1 zusetzen. Als Stickstoffqueilen kommen beispielsweise
Ammoniumsulfat, Ammoniumchiorid, Ammoniumphosphat,
Ammoniumnitrat, Natriumnitrat, Kaliumnitrat, Mischungen
davon und dergleichen in Frage. Im allgemeinen kann die
Stickstoffquelle einem solchen Medium in einer Konzentra-
tion von ungefihr 0,5 bis 5 g/1 zugesetzt werden. Dem
Medium kann man ferner auch anorganische Salze, z.B.
Dikaliumhydrogenphosphat, Kaliumdihydrogenphosphat,
Magnesiumsulfat oder dergleichen, iiblicherweise in einer
Menge von ungefihr 0,1 bis 10 g/1 zugeben. Die Ziichtung
kann in einer Schiittelkultur oder in einer submersen Kultur
wihrend 6 Stunden bis 5 Tagen bei 25 bis 35 °C erfolgen.
Verwendet man den Stamm Arthrobacter CA-35, so wird
beim vorliegenden erfindungsgeméssen Verfahren die als
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Substrat verwendete Cholsdure oder deren Salz in ein Chol-
ansdurederivat der allgemeinen Formel I iibergefiihrt, wobei
man auch eine kleine Menge der 7a,12a-Dihydroxy-3-keto-
5p-cholanséure erhalt. Es wurde ferner festgestellt, dass die
Cholansiurederivate der allgemeinen Fomel I, worin X die
Gruppierung

~--0H
"\H

bedeutet, nimlich die 30,7a-Dihydroxy-12-keto-58-cholan-
sdure oder ein Salz davon, vorwiegend anfallen, wenn man
die obigen Mutanten von Arthrobacter CA-35 verwendet.
Wiinscht man somit die 3a,7a-Dihydroxy-12-keto-58-cholan-
siure oder ein Salz davon zu erhalten, so wird man vorzugs-
weise diese Mutanten und insbesondere den Stamm Arthro-
bacter CA-35-A589-29-32 (FERM-P Nr. 5522; ATCC Nr.
31652), Stamm Arthrobacter CA-35-A589-47 (FERM-P Nr.
5523; ATCC Nr. 31653) und Stamm Arthrobacter CA-35-A-
1766-15 (FERM-P Nr. 5528; ATCC Nr. 31658) verwenden.
Insbesondere werden die Stimme Arthrobacter CA-
35-A589-29-32 und Arthrobacter CA-35-A589-47 bevorzugt.
Verwendet man den Stamm Brevibacterium CA-6, so wird die
Cholsiure bzw. deren Salz in ein Cholansiurederivat der For-
mel I iibergefiihrt, wobei man auch noch eine kleine Menge
der 7a-Hydroxy-3,12-diketo-A*-cholenséure bzw. ein Salz
davon erhilt. Verwendet man den Stamm Corynebacterium
CA-53, so wird Cholsdure oder ein Salz davon in ein Cholan-
sdurederivat der Formel I iibergefiihrt, wobei man liberdies
7o-Hydroxy-3,12-diketo-A‘-cholensiure oder ¢in Salz davon
erhdlt.

Nach beendeter Ziichtung werden die im Medium ange-
reicherten Produkte aus dem Medium abgetrennt und gerei-
nigt. Zuerst werden in an sich bekannter Weise, z.B. durch
Filtrieren, Zentrifugieren oder dergleichen, aus dem Medium
die darin vorhandenen unldslichen Materialien, wie z.B. die
mikrobiellen Zellen und dergleichen, entfernt. Dann wird das
Filtrat oder die iiberstehende Fliissigkeit durch Zugabe einer
Siure, wie z.B. Salzsiure, angesiuert, um die darin vorhande-
nen Produkte auszufillen. Gleichzeitig wird die als Substrat
verwendete und noch vorhandene Cholsiure oder eines ihrer
Salze auch als Cholsdure ausgefillt. Nach dem Abtrennen des
entstandenen Niederschlages wird das Filtrat oder die iiber-
stehende Fliissigkeit mit einem inerten, organischen Losungs-

mittel, wie z.B. Athylacetat oder dergleichen, extrahiert und
das Losungsmittel dann aus dem Extrakt abdestilliert, wobei

man einen Riickstand erhilt. Auf diese Weise werden die ver-
bleibenden Produkte und das Substrat beinahe vollstindig
zuriickgewonnen. Der entstandene Riickstand wird mit dem
nach den obigen Angaben erhaltenen Niederschlag vereinigt.
Ein Gemisch der so erhaltenen Produkte und Cholséure
wird dann chromatographiert, um das gewiinschte Produkt zu
isolieren. So kann man beispielsweise die bei Verwendung
des Stammes Arthrobacter CA-35 erhaltenen Produkte oder
die mit einer Mutante davon erzielten Produkte in folgender
Weise isolieren: Die Produkte und die Cholsdure werden in
die entsprechenden Methylester iibergefiihrt, und die so
erhaltenen Methylester in einer Kieselgelsdule chromatogra-
phiert, wobei man nacheinander mit Chloroform, einer
Mischung von Chloroform und Athanol im Mischungsver-
hiltnis von 90:1 Vol.-Teilen und schliesslich einer Mischung
von Chloroform und Athanol im Mischungsverhéltnis von
93:3 Vol.-Teilen eluiert. Der erwiinschte Methylester der
7o-Hydroxy-3,12-diketo-5p-cholansiure wird dann mit Chlo-
roform eluiert. Durch Eluieren mit einer Mischung von Chlo-
roform und Athanol im Mischungsverhiltnis von 99:1
Vol.-Teilen erhilt man zuerst als Nebenprodukt den Methyle-
ster der 7a,12a-Dihydroxy-3-keto-5p-cholansdure und hierauf
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durch weiteres Eluieren den gewiinschten Methylester der
3a,7a-Dihydroxy-12-keto-58-cholansiure. Der Cholsdureme-
thylester wird mit einer Mischung von Chloroform und Atha-
nol im Mischungsverhiltnis von 97:3 Vol.-Teilen eluiert. Alle
diese Methylester lassen sich durch Hydrolyse nach bekann-
ten Methoden in die entsprechenden Sduren tiberfithren.
Andererseits konnen die bei Verwendung des Stammes Brevi-
bacterium CA-6 oder Corynebacterium CA-53 erhaltenen
Produkte beispielsweise in folgender Weise isoliert werden.
Ein Gemisch der Produkte und der Cholséure wird unmittel-
bar der Chromatographie tiber Kieselgel unterworfen, wobei
man nacheinander mit einer Mischung von Chloroform und
Athanol im Mischungsverhéltnis von 98:2 Vol.-Teilen und
hierauf mit einer Mischung von Chloroform und Athanol im
Mischungsverhiltnis von 97:3 Vol.-Teilen eluiert. Die
erwiinschte 7a-Hydroxy-3,12-diketo-58-cholansiure wird
dabei mit einer Mischung von Chloroform und Athanol im
Mischungsverhiltnis von 98:2 Vol.-Teilen eluiert. Durch Elu-
ieren mit einer Mischung von Chloroform und Athanol im
Mischungsverhiltnis von 97:3 Vol.-Teilen erhilt man zuerst
als Nebenprodukt die 7a-Hydroxy-3,12-diketo-A*-cholen-
sdure und durch weiteres Eluieren anschliessend die
gewiinschte 30, 7a-Dihydroxy-12-keto-58-cholanséure.

Die erfindungsgemass erhaltene 3a,7¢-Dihydroxy-
12-keto-5B-cholansiure oder deren Salze lassen sich leicht
nach der Huang-Minlon-Reduktionsmethode reduzieren,
wobei man ein wertvolles Gallenstein auflosendes Mittel,
namlich die Chenodesoxycholinsdure (CDCA), erhilt.

~ Die 7a-Hydroxy-3,12-diketo-5p-cholanséure oder deren
Salze lassen sich leicht in die Desoxycholsdure iiberfithren,
welche ihrerseits ein wertvolles Ausgangsmaterial fiir die Her-
stellung von Progesteron und von Nebennierenrindensteroi-
den (Corticosteroiden) ist. Dies geschieht durch Dehydratisie-
rung und anschliessende Hydrierung nach bekannten Metho-
den.

Die folgenden Beispiele und Bezugsbeispiele erldutern die
vorliegende Erfindung in ausfiihrlicher Weise. Die Beispiele
sollen aber keineswegs einschrinkenden Charakter aufwei-
sen.

Herstellung von Mutanten

Eine Ose des Stammes Arthrobacter CA-35 (FERM-P Nr.
5145; ATCC Nr. 31651), die in einer Schriagkultur (Medium
A: NaOH 0,5%, Cholséure 5,0%, Pepton 0,5%, Hefeextrakt
0,5%, NaCl 0,5% und Agar 1,5%) geziichtet worden war,
wurde in ein Medium (10 m}, Medium B: NaOH 1%, Chol-
siure 10%, NH4NOs 0,2%, KH2PO4 0,2%, K2HPO« 0,5%,
MgS04-7TH20 0,02% und Hefeextrakt 0,01%) in einem Rea-
genzglas von 200 x 21 mm Durchmesser inokuliert und unter
Schiitteln wihrend 24 Stunden bei 30 °C inkubiert. Die so
erhaltene Kultur (0,3 ml) wurde einem Medium (10 ml
Medium C: NaQH 0,05%, Cholsdure 0,5%, Glucose 0,5%,
NH4NO: 0,2%, KH2PO4 0,2%, K2HPO4 0,5%, MgSQO4-7H20
0,02% und Hefeextrakt 0,01%) in einem Reagenzglas von
200 x 21 mm Durchmesser eingebracht und unter Schiitteln
wihrend 15 bis 16 Stunden bei 30 °C inkubiert. Die mikro-
biellen Zellen wurden mit Hilfe eines Membranfilters (Poren-
grosse 0,45 ) unter aseptischen Bedingungen geerntet, mit
einer 0,1molaren Phosphatpufferlésung (pH 7,0, 20 ml) gewa-
schen und in der gleichen Pufferlgsung (25 ml) suspendiert.

Eine Mutationsbehandlung erfolgte durch Zugabe von N-
Methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidin in einer Endkonzentra-
tion von 50 ug/ml zur obigen Zellensuspension (4 ml) in
einem Reagenzglas von 200 x 21 mm Durchmesser, wobei die
Inkubation des Gemisches wihrend 45 Minuten unter Schiit-
teln bei 30 °C bewirkt wurde. Unter diesen Bedingungen
betrug die letale Rate des Stammes Arthrobacter CA-35 unge-
fahr 80%.
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Die so behandelten Zellen wurden durch einen Membran-
filter mit einer Porengrosse von 0,45 . unter aseptischen
Bedingungen geerntet, mit einer 0,1molaren Phosphatpuffer-
l6sung (pH 7,0, 20 ml) gewaschen und in der gleichen Puffer-

16sung (25 ml) suspendiert. Die so erhaltene Zellensuspension 5

wurde mit einer sterilisierten, normalen Kochsalzlsung ver-
diinnt und iiber Agarplatten (Medium D: NaOH 0,1%, Chol-
sdure 1,0%, NHsNOs 0,2%, KH2PO4 0,2%, K2HPO4 0,5%,
MgSOs-7Hz0 0,02%, Hefeextrakt 0,01% und Agar 1,5%) so
ausgebreitet, dass pro Platte 300 bis 500 Kolonien gebildet
wurden. Die Platten wurden wihrend 4 Tagen bei 30 °C inku-
biert. Jede so gebildete Kolonie wurde isoliert und auf einer
Platte (Medium E: Pepton 0,5%, Hefeextrakt 0,5%, Natrium-
chlorid 0,5% und Agar 1,5%) wihrend 24 Stunden bei 30 °C

10

inkubiert. Jede auf der Platte des Mediums E gebildete Kolo- 15

nie wurde auf eine Platte des Mediums D iibertragen und
wihrend 20 Stunden bei 30 °C inkubiert.

Jede Kolonie auf der obigen Platte des Mediums E, bei
welcher die iibertragene Kolonie auf der Platte des Mediums
D nicht wuchs, wurde in einem Schrigkulturmedium
(Medium F: NaOH 0,1%, Cholsdure 1,0%, Pepton 0,5%, Hefe-
extrakt 0,5%, NaCl 0,5% und Agar 1,5%) wihrend 24 Stunden
bei 30 °C inkubiert. Eine Ose voll dieser Schrigkultur wurde
dann in ein Medium (10 ml, Medium G: NaOH 0,5%, Chol-
sdure 5,0%, Glucose 0,5%, NHsNOs 0,2%, KH2PO4 0,2%,
K:HPOs 0,5%, MgSOa4-7H:20 0,02% und Hefeextrakt 0,01%) in
einem Reagenzglas (200 x 21 mm Durchmesser) inokuliert
und unter Schiitteln wihrend 3 Tagen bei 30 °C inkubiert.

Beim Priifen durch Diinnschichtchromatographie der in
jedem Medium G angereicherten Produkte fand man einen
Mikroorganismus, welcher in selektiver Weise die 3a,7a-Di-
hydroxy-12-keto-5p-cholanséure oder ein Salz davon
erzeugte. Diesem Mikroorganismus gab man den Namen
Stamm Arthrobacter CA-35-M-965-3.

Die obige Arbeitsmethode wird nachstehend als
«Methode M» bezeichnet. Gemiss dieser Methode M wurde
eine Mutationsbehandlung unter Verwendung des Stammes
Arthrobacter CA-35-M-965-3 als Ausgangs-Stamm durchge-
fiihrt. Es ergaben sich drei Stimme, welche in selektiver
Weise die 30,70-Dihydroxy-12-keto-5p-cholanséure oder ein
Salz davon bildeten. Diesen Stimmen wurden die Bezeich-
nungen Arthrobacter CA-35-A589, Arthrobacter CA-
35-A849 bzw. Arthrobacter CA-35-A-1071-Stdimme gegeben.

Aus der Kolonie des Stammes Arthrobacter CA-35-A589
wurden zwei liberlegene Stimme isoliert und ihnen die
Namen Arthrobacter CA-35-A589-29-32 und Arthrobacter
CA-35-A589-47-Stimme gegeben. Ein iiberlegener Stamm
wurde gleichfalls aus der Kolonie des Stammes Arthrobacter
CA-35-A-1071 isoliert und als Stamm Arthrobacter CA-
35-A1071-15 bezeichnet.

Ein weiterer iiberlegener Stamm wurde unter Verwendung
des Stammes Artrhobacter CA-35-A849 als Ausgangs-Stamm
nach der Methode M erzeugt und bekam den Namen Stamm
Arthrobacter CA-35-A-1448. Arthrobacter CA-35-A-
1475-Stamm wurde unter Verwendung des Stammes Arthro-
bacter CA-35-A-1448 als Ausgangs-Stamm nach der Methode
M erzeugt. Der Stamm Arthrobacter CA-35-A-1766 wurde
unter Verwendung des Stammes Arthrobacter CA-35-A-1766
wurde unter Verwendung des Stammes Arthrobacter CA-
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35-A-1071 als Ausgangs-Stamm nach der Methode M erzeugt 60

und aus der Kolonie des entstandenen Stammes Arthrobacter
CA-35-A-1766 wurde Stamm Arthrobacter CA-35-A-1766-15
isoliert.

Der Stamm Arthrobacter CA-35-Y-37-12 wurde nach der
folgenden Methode erzeugt.

Eine Ose voll vom Stamm Arthrobacter CA-35 (FERM-P
Nr. 5145; ATCC Nr. 31651), welcher auf einer Schrigkultur
in Medium A geziichtet worden war, wurde in das Medium B
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(10 ml) in einem Reagenzglas (200 x 21 mm Durchmesser)
inokuliert und wihrend 20 Stunden unter Schiitteln bei 30 °C
inkubiert. Mikrobielle Zellen wurden durch Zentrifugieren
(10 000 Umdrehungen pro Minute) wihrend 5 Minuten bei

5 °C unter aseptischen Bedingungen geerntet. Dann wurden
die Zellen in 10 m] sterilisiertem Wasser suspendiert. Die
Suspension wurde in eine Petrischale (Durchmesser 7,5 cm)
gefiillt und diese in einem Abstand von ungefidhr 27 cm unter
einer 15 Watt Ultraviolettlampe (2537 A) in einen keimfreien
Behiilter gestellt, worauf man die Bestrahlung mit den Ultra-
violettstrahlen wihrend 10 Minuten vornahm. Unter diesen
Bedingungen gelangte man zu einer letalen Rate des Stammes
Arthrobacter CA-35 von ungefihr 99,9%.

" Nach erfolgter Bestrahlung wurden die mikrobiellen Zel-
len mit einem Membranfilter geerntet, mit einer 0,1molaren
Phosphatpufferlésung gewaschen und in der gleichen Puffer-
lésung suspendiert. Die entstandene Suspension wurde mit
einer normalen Kochsalzlgsung verdiinnt und die obige
Ziichtung unter Verwendung der Medien D bis G wiederholt,
um einen iiberlegenen Stamm zu erhalten, welcher in selekti-
ver Weise die 3a,7a-Dihydroxy-12-keto-5B-cholansdure oder
ein Salz davon erzeugte.

Beispiel 1
Der Stamm Arthrobacter CA-35 (FERM-P Nr. 5145;
ATCC Nr. 31651) wurde wie folgt geziichtet:

Zusammensetzung des Ziichtungsmediums:

Cholsédure 100 g
Ammoniumnitrat 20g
Kaliumdihydrogenphosphat 20¢g
Dikaliumhydrogenphosphat 50g
Magnesiumsulfat-heptahydrat 02¢g
Hefeextrakt 0,1g
Natriumhydroxyd 10g
destilliertes Wasser bis 1 Liter

Die obigen Bestandteile wurden miteinander vermischt,
um ein Kulturmedium in einer Menge von 1 Liter zu erhalten.
Jeweils 100-ml-Portionen dieses Kulturmediums wurden in
zehn Sakaguchi-Kolben (Volumen 500 mi) verteilt und wéh-
rend 15 Minuten bei 120 °C in einem Autoklaven behandelt.
Jeder Kolben wurde jeweils mit 10 ml Impfkultur versehen,
welche durch vorgéingiges Ziichten des Stammes im gleichen
Medium unter Schiitteln bei 30 °C wihrend 2 Tagen erhalten
worden war. Jeder Kolben wurde auf einer Schiittelvorrich-
tung wihrend 2 Tagen bei 30 °C inkubiert.

Nach beendeter Ziichtung wurden die Kulturbriihen ver-
einigt und zentrifugiert, um mikrobielle Zellen zu entfernen.
Die entstandene, iiberstehende Fliissigkeit wurde durch
Zugabe von 600 ml einer wissrigen 1n-Salzsdureldsung sauer
gestellt, wodurch ein Neiderschalg gebildet wurde. Dieser
Niederschlag wurde abgetrennt und die verbleibende Losung
mit 1 Liter Athylacetat extrahiert. Das Athylacetat wurde aus
dem Extrakt mit Hilfe eines Rotationsverdampfers abdestil-
liert und der Riickstand mit dem obigen Niederschlag verei-
nigt, wobei man ein Gemisch von Cholansidurederivaten und
Cholséure (85 g) erhielt.

Eine kleine Menge dieser Mischung wurde in Methanol in
einer Konzentration von 1% geldst. Dann wurde die Losung
(10 ) in eine mit hoher Geschwindigkeit arbeitende Fliissig-
chromatographievorrichtung injiziert, welche mit einer
w-Bondapak-C-18-Sédule (vom HLC-GPC-244-Typus der Fa.
Waters in USA) ausgeriistet war.

Die Siule wurde mit einer Mischung von Wasser und
Methanol im Mischungsverhéltnis von 30:70 Vol.-Teilen und
einem pH-Wert von 2,5 mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/
min eluiert und der Refraktionsindex des Eluates gemessen.
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Die beiliegende Fig. 1 zeigt das erhaltene Chromato-
gramm. Die Peaks A, B, C und D in Fig. 1 entsprechen jenen
der Referenzstandardsverbindungen 7a-Hydroxy-3,12-diketo-
5B-cholansaure, 30, 70-Dihydroxy-12-keto-58-cholansaure,
70,12a-Dihydroxy-3-keto-5p-cholansiure bzw. Cholsdure.

Beim Isolieren der Verbindungen in den Fraktionen, wel-
che den Peaks A, B und C entsprachen, und bei der Bestim-
mung ihrer chemischen Konstitutionen aufgrund der Massen-
spektren, Infrarotspektren und magnetischen Kernresonanz-
spektren davon ergab sich, dass es sich um die To-Hydroxy--
3,12-diketo-5p-cholansiure, 3a,70-Dihydroxy-12-keto-
5B-cholansdure bzw. 7a,120-Dihydroxy-3-keto-5p-cholan-
sdure handelte. Die beiliegenden Fig. 2, 3 und 4 zeigen die
Infrarotspektren (A, B und C) der Methylester der Verbin-
dungen, welche den Peaks A, B und C entsprechen, im Ver-
gleich mit jenen der Referenzstandardverbindungen (A, B
und C').

Die Schmelzpunkte der Verbindungen und ihrer Methyl-
ester, welche den Peaks A, Bund C entsprechen, finden sich
in der folgenden Tabelle 2.

Tabelle 2
Verbin- Schmelzpunkte der Schmelzpunkte der
dungen Methylester (°C) freien Sduren (°C) )
Gefunden Literatur  Gefunden Literatur
Peak A 150-152 152-154 - -
Peak B 154-156 156-157 219220  221-222
Peak C 168-169 169-172 185-186 186-188

3

Die Ausbeute an Produkten und die Menge an Cholsiure,
welche unverindert zuriickblieb, wurden berechnet aufgrund
des Flichenverhltnisses des Chromatogramms von Fig. 1.
Die Resultate finden sich in der folgenden Tabelle 3.

Tabelle 3
Verbindungen Flichen- Umwand- Ausbeute
verhiltnis lungsrate bzw. Menge

() (8 4
7a-Hydroxy-3,12-diketo-
5B-cholansiure (Peak A) 28,54 28,54 24,3
3, 7a-Dihydroxy-12-keto- ) .
5B-cholansiure (Peak B) 63,06 63,06 53,6
7a,12a-Dihydroxy-3-keto-
5B-cholansiure (Peak C) 1,54 1,54 1,30
Cholséure (Peak D) 6,86 6,86 5,80

5

Beispiel 2

Es wurde in der gleichen Weise wie in Beispiel 1 gearbei-
tet mit dem Unterschied, dass dem Medium iiberdies 5,0 g/1
Glucose zugesetzt wurde, um eine Mischung von Produkten
und nicht umgesetzter Cholsdure zu erhalten. Die Menge des
Gemisches betrug 91,0 g. Dieses Gemisch von 91,0 g wurde
dann in 270 ml Methano! gelést und mit 9 ml konzentrierter
Salzsiure versetzt. Die erhaltene Losung wurde wahrend 20
Minuten unter Riickfluss zum Sieden erhitzt, um die Pro-
dukte und die Cholsiure in die entsprechenden Methylester
iiberzufiihren.

Dann wurde eine Saule von 1200 x 70 mm Durchmesser
mit 1500 g Kieselgel C-200 beschickt, worauf die nach den
obigen Angaben erhaltenen Methylester darin adsorbiert wur-
den. Die Siule wurde mit Chloroform eluiert, wobei man
25,1 g 7a-Hydroxy-3,12-diketo-5B-cholansduremethylester
erhielt. Hierauf wurde die Siule mit einer Mischung von
Chloroform und Athanol im Mischungsverhéltnis von 99:1

5

6

14

5

20

G

o

=

3

0

5]

0

05

Vol.-Teilen eluiert, wobei man zuerst 1,40 g 7¢,120i-Di-
hydroxy-3-keto-5f-cholansduremethylester und hierauf 56,4 g
3q,70-Dihydroxy-12-keto-5p-cholansduremethylester erhielt.

Diese Methylester wurden hydrolysiert, wobei man 24,8 g
Ta-Hydroxy-3,12-diketo-5p-cholanséure, 1,38 g 7a,120-Di-
hydroxy-3-keto-5B-cholansiure und 56,0 g 3o.7a-Dihydro-
xy-12-keto-5p-cholansdure erhielt.

Beispiel 3

Man wiederholte das Verfahren gemiss Beispiel 1 mit
dem Unterschied, dass die Konzentration an Cholséure vari-
iert und 10 Gew.-% Natriumhydroxyd, bezogen auf die ver-
wendete Cholsiure, dem Medium zugegeben wurde. Die Aus-
beute an Produkten und die Menge an nicht umgesetzter
Cholsiure bei verschiedenen Konzentrationswerten des Sub-
strates (Cholsture) finden sich in der folgenden Tabelle 4.

Tabelle 4
Verbindungen Ausbeuten
Substratkonzentration (g/1) -
50 200 300
3a,7a-Dihydroxy-12-keto-
5B-cholansdure 27,1 g 1083 g 474¢
7o-Hydroxy-3,12-diketo-
5B-cholansdure 123g 490¢g 214¢g
7a,120-Dihydroxy-3-keto-
5B-cholansdure 0,7¢g 2,65¢g 1,208
Cholsdure - kleine 20,lg 230¢g
Menge
Beispiel 4

Man wiederholte das Verfahren gemiss Beispiel 2 mit
dem Unterschied, dass jeder Kolben wihrend 24 Stunden bei
30 °C auf éiner Schiittelvorrichtung inkubiert wurde, um ein
Gemisch von Produkten und nicht umgesetzter Cholsédure zu
erhalten. Auf diese Weise erhielt man 98,0 g Material. Dieses
Gemisch wurde unter den gleichen Bedingungen wie in Bei-
spiel | der Fliissigchromatographie mit hoher Geschwindig-
keit unterworfen, um die Zusammensetzung festzustellen. Die
Resultate finden sich in der folgenden Tabelle 5.

Tabelle 5
Verbindungen Verhiltnis
30,70-Dihydroxy-12-keto-58-cholansiure 67,7
7a-Hydroxy-3,12-diketo-5p-cholansdure 8.3
7a,120-Dihydroxy-3-keto-5p-cholansdure 4,0
Cholsédure 20,0
Beispiel 5 :

Man arbeitete in der gleichen Weise wie in Beispiel 2 mit
dem Unterschied, dass man 20 m! Portionen der Impfkultur,
wie sie durch Ziichten wihrend 24 Stunden bei 30 °C erhalten
worden war, einem jeden Kolben hinzugab, um eine
Mischung von Produkten und nicht umgesetzter Cholsdure zu
erhalten. Auf diese Weise erhielt man 117,0 g eines Gemi-
sches, das man der Chromatographie mit hoher Geschwindig-
keit unter den gleichen Bedingungen wie in Beispiel 1 unter-
zog, um die Zusammensetzung festzustellen. Die Resultate
finden sich in der folgenden Tabelle 6.



Tabelle 6
Verbindungen Verhiltnis
30, 70.-Dihydroxy-12-keto-58-cholansdure 63,3
Ta-Hydroxy-3,12-diketo-5B-cholansdure 23,5
7a,12a-Dihydroxy-3-keto-5p-cholansdure 2,0
Cholsdure 11,2
Beispiel 6

Der Stamm Arthrobacter CA-35-A589-29-32 (FERM-P
Nr. 5521; ATCC Nr. 31652) wurde wie folgt geziichtet:

Die Zusammensetzung des Kulturmediums war die fol-
gende:

Cholsdure 100 g
Ammoniumnitrat 20g
Kaliumdihydrogenphosphat 20g
Dikaliumhydrogenphosphat 50g
Magnesiumsulfat-heptahydrat 02¢g
Hefeextrakt 0lg
Natriumhydroxyd 10g
Glucose 50¢g
Leitungswasser bis 1 Liter

Die obigen Ingredienzien mit Ausnahme der Glucose
wurden in Leitungswasser gemischt, um ein Volumen von 800
ml zu erreichen, und dann wihrend 15 Minuten bei 120 °C in
einem Autoklaven behandelt. Getrennt davon wurde die Glu-
cose in 200 m! Leitungswasser gelost und wihrend 30 Minu-
ten bei 110 °C im Autoklaven behandelt. Nach dem Kiihlen
wurden beide Losungen miteinander vereinigt, wobei man ein
Kulturmedium (1 Liter) erhielt. Jeweils 100-mli-Portionen die-
ses Kulturmediums wurden auf zehn Sakaguchi-Kolben
(Volumen 500 ml) unter aseptischen Bedingungen verteilt.
Jeder Kolben wurde mit 2 ml der Impfkultur versetzt, die man
dadurch erhielt, dass man zuvor den Stamm in dem gleichen
Medium unter Schiitteln wihrend 14 Stunden bei 30 °C ziich-
tete. Jeder Kolben wurde wihrend 3 Tagen bei 30 °C auf
einer Schiittelvorrichtung inkubiert.

Nach beendeter Ziichtung wurden die Kulturbrithen ver-
einigt und zentrifugiert, um mikrobielle Zellen zu entfernen.
Die erhaltene, iibersichende Fliissigkeit wurde durch Zugabe
von 600 ml einer wissrigen 1n-Salzsdurelosung angeséuert,
wodurch ein Niederschlag gebildet wurde. Dieser Nieder-
schlag wurde abgetrennt und die verbleibende Losung mit 1
Liter Athylacetat extrahiert. Das Athylacetat wurde aus dem
Extrakt mit Hilfe eines Rotationsverdampfers abdestilliert
und der Riickstand mit dem obigen Niederschlag vereinigt,
wobei man eine Mischung von Cholansédurederivaten und
Cholsiure (99,3 g) erhielt.

Eine kleine Menge dieser Mischung wurde in Methanol in
einer Konzentration von 2% geldst. Die Losung (10 pl) wurde
in eine rasch arbeitende Fliissigchromatographievorrichtung,
die mit einer p-Bondapak- C-18-Siule (vom HLC-GPC-244-
Typus) ausgeriistet war, injiziert.

Die Siule wurde mit einer Mischung von Wasser und
Methanol im Mischungsverhiltnis von 30:70 Vol.-Teilen bei
einem pH-Wert von 4,0 mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/
min eluiert und der Refraktionsindex des Eluates gemessen.

Die beiliegende Fig. 5 zeigt das erhaltene Chromato-
gramm. Die Peaks B und D in Fig. 5 entsprechen jenen der
Bezugssubstanzen 3a,7a-Dihydroxy-12-keto-5p-cholansiure
bzw. Cholsdure.

Beim Isolieren der Verbindung der dem Peak B entspre-
chenden Fraktion und bei der Bestimmung ihrer chemischen
Konstitution mit Hilfe des Massenspektrums, Infrarotspek-
trums und magnetischen Kernresonanzspektrums bewiesen
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die Spektren, dass es sich bei dieser Verbindung um die
3a,70-Dihydroxy-12-keto-58-cholanséure handelt.

Die Ausbeute an den Produkten und die Menge an Chol-
sdure, welche ohne irgendwelche Anderungen zuriickblieb,
wurden aufgrund des Flichenverhiltnisses des Chromato-
gramms von Fig. 5 berechnet. Die Resultate finden sich in der
folgenden Tabelle 7.

Tabelle 7

Verbindungen Umwandlungs- Ausbeute bzw.
rate* (%) Menge (g)

3a,7a-Dihydroxy-12-keto-
5B-cholansdure (Peak B) 98,85 98,16
andere aus Cholsédure
erhaltene Derivate 0,59 0,59
Cholséure (Peak D) 0,56 0,55

* Die Umwandlungsrate wurde aufgrund des Flichenver-
hiltnisses berechnet. :

Beispiel 7

Es wurde in gleicher Weise vorgegangen wie in Beispiel 6
mit dem Unterschied, dass man eine mikrobielle Zellensu-
spension, die man herstellte, indem man mikrobielle Zellen
aus 10 ml der Impfkultur durch Zentrifugieren isolierte und
sie in 10 ml sterilisiertem Wasser suspendierte, jedem Kolben
anstelle von 2 m! Impfkultur hinzugab, wodurch man eine
Mischung von Produkten und verbliebener Cholséure (99,5 g)
erhielt. Diese 99,5 g der Mischung wurden in 270 ml Metha-
nol geldst und mit 9 ml konzentrierter Salzsdure versetzt. Die
so erhaltene Losung wurde hierauf wéihrend 20 Minuten
unter Riickfluss zum Sieden erhitzt, um die Produkte und die
Cholsdure in die entsprechenden Methylester iberzufithren.

Eine Sdule von 1200 x 70 mm Durchmesser wurde mit
1500 g Kieselgel C-200 beschickt, und dann wurden die obi-
gen Methylester darin adsorbiert. Die Sdule wurde mit einer
Mischung von Chloroform und Athanol im Mischungsver-
hiltnis von 99:1 Vol.-Teilen eluiert, wobei man 102,0 g
3a,70-Dihydroxy-12-keto-5p-cholansduremethylester erhielt,
den man zur Bildung von 98,5 g 3a,7a-Dihydroxy-12-keto-
5B-cholansiure hydrolysierte.

Beispiel 8

Man wiederholte das Verfahren gemiss Beispiel 6 mit
dem Unterschied, dass die Konzentration an Cholsdure vari-
iert wurde, dass man ferner dem Medium 10 Gew.-% Natri-
umhydroxyd, bezogen auf die verwendete Cholsdure, hinzu-
gab und iiberdies wissrige 1n-Salzsdurelosung in einer Menge
von 60 ml pro ! g Natriumhydroxyd hinzugab, wodurch man
einen Niederschlag erhielt. Die Umwandlungsrate bzw. die
Ausbeute an Produkt und die Menge an verbliebener Chol-
sdure bei der jeweiligen Konzentration des Substrates (Chol-
siure) sind aus der Tabelle 8 ersichtlich.

Tabelle 8

Umwandlungsrate bzw. Ausbeute
Substratkonzentration (g/1)
1 5 10 20

Verbindungen

50 100 200

3a,7a-Dihydroxy--

12-

keto-5-cholan-  96,7- 93,0- 9,3 ¢ 19,5g49,6 98,2 g129,2

séure %*  %* g

Cholsdure 04- 07-01g 02g 01g 0,6g 70,0
%*  %* g

* Umwandlungsrate
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Beispiel 9

Man arbeitete gemiss den Angaben in Beispiel 6 mit dem
Unterschied, dass man den Stamm Arthrobacter CA-
35-A589-47 (FERM-P Nr. 5523; ATCC Nr. 31653) anstelle
des Stammes Arthrobacter CA-35-A589-29-32 einsetzte, die
Konzentrationen an Cholsiure und Natriumhydroxyd im
Medium mit 50 g/1 bzw. 5 g/1 einsetzte und jeden Kolben
wihrend 35 Stunden bei 30 °C inkubierte. Auf diese Weise
gelangte man zu einer Mischung von Produkten und verblie-
bener Cholsiure (49,31 g).

Das Gemisch wurde unter den gleichen Bedingungen wie
in Beispiel 6 der raschen Fliissigchromatographie unterwor-
fen.

Die beiliegende Fig. 6 zeigt das so erhaltene Chromato-
gramm. Die Peaks A, B, C und D in Fig. 6 entsprechen jenen
der Referenzverbindungen, d.h. 7a-Hydroxy-3,12-diketo-
5B-cholansiure, 3a,70-Dihydroxy-12-keto-5B-cholansdure,
7a,120-Dihydroxy-3-keto-5p-cholansiure bzw. Cholsdure.

Wurden die den Peaks A, B, C und D entsprechenden
Fraktionen getrennt und der Diinnschichtchromatographie
unterworfen, so enthielt jede den Peaks B, C bzw. D entspre-
chende Fraktion eine einzige Verbindung. Die dem Peak A
entsprechende Fraktion bestand aus einer Mischung von
7a-Hydroxy-3,12-diketo-5p-cholansidure und anderem nicht-
identifiziertem Material.

Die Ausbeute an Produkten und die Menge an Cholsédure,
welche unveriindert verblieb, wurden aufgrund des Flachen-
verhiltnisses des Chromatogramms gemiss Fig. 6 berechnet.
Die Resultate finden sich in Tabelle 9.

Tabelle 9

Verbindungen Umwandlungs- Ausbeute bzw.
rate (%) Menge (g)

7a-Hydroxy-3,12-diketo- 5p-
cholans#ure und nicht iden-
tifiziertes Material (Peak A) 0,80 0,39
3a,70-Dihydroxy-12-keto-
5B-cholanséure (Peak B) 98,01 48,33
7a,120-Dihydroxy-3-keto-
5B-cholansiure (Peak C) 0,25 0,13
andere Derivate 0,24 0,12
Cholséure (Peak D) 0,70 0,35
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gemiss Fig. 7 berechnet. Die Resutlate finden sich in der fol-
genden Tabelle 10.

Tabelle 10

Verbindungen Umwandlungs- Ausbeute bzw.
rate (%) Menge (g)

7o-Hydroxy-3,12-diketo-
5B-cholansdure (Peak A) 32 1,58
3a,7a-Dihydroxy-12-keto-
5B-cholanséure (Peak B) 83,5 41,20
7a,120-Dihydroxy-3-keto-
5B-cholansdure (Peak C) 7.9 3,90
andere Derivate 2,8 1,38
Cholsgure (Peak D) 2,6 1,28

Beispiel 11

Es wurde in gleicher Weise wie in Beispiel 9 gearbeitet mit
dem Unterschied, dass man den Stamm Arthrobacter CA-
35-A-1071-15 (FERM.P Nr. 5525; ATCC Nr. 31655) anstelle
des Stammes Arthrobacter CA-35-A589-47 einsetzte. Auf
diese Weise gelangte man zu einem Gemisch von Produkten
und verbleibender Cholsdure (49,1 g).

Dieses Gemisch wurde der raschen Fliissigkeitschromato-
graphie unter den gleichen Bedingungen wie in Beispiel 6
unterzogen.

Die beiliegende Fig. 8 zeigt das erhaltene Chromato-
gramm. Die Peaks A, B, C und D in Fig. 8 entsprechen jenen
der Referenzverbindungen, nimlich 7a-Hydroxy-3,12-diketo-
5B-cholanséure, 3a,7a-Dihydroxy-12-keto-5p-cholanséure,
7a,12a-Dihydroxy-3-keto-5p-cholansdure bzw. Cholsaure.

Beim Trennen der den Peaks A, B, C und D entsprechen-
den Fraktionen und nach erfolgter Fliissigchromatographie
enthielt jede der den Peaks B, C oder D entsprechende Frak-
tion eine einzige Verbindung. Die dem Peak A entsprechende
Fraktion bestand aus einer Mischung der 7o-Hydroxy-
3,12-diketo-5B-cholansiure und einem anderen nicht identifi-
zierten Material.

Die Ausbeuten dieser Produkte und die Mengen der ver-
bliebenen Cholsiure wurden aufgrund des Oberflichenver-
haltnisses des Chromatogramms gemdss Fig. 8 berechnet. Die
Resultate finden sich in der folgenden Tabelle 11.

Beispiel 10

Die Arbeitsweise war die gleiche wie in Beispiel 9 mit dem
Unterschied, dass man den Stamm Arthrobacter CA-35-A849
(FERM-P Nr. 5524; ATCC Nr. 31654) anstelle des Stammes
Arthrobacter CA-35-A589-47 einsetzte, wobei man zu einer
Mischung von Produkten und verbliebener Cholséure (49,34
g) gelangte.

Dieses Gemisch wurde unter den gleichen Bedingungen
wie in Beispiel 6 der raschen Fliissigchromatographie unter-
worfen.

Die beiliegende Fig. 7 gibt das erhaltene Chromatogramm
wieder. Die Peaks A, B, C und D in Fig. 7 entsprechen jenen
der Referenzverbindungen, nimlich 7a-Hydroxy-3,12-diketo-
5B-cholansiure, 3a,70-Dihydroxy-12-keto-58-cholansdure,
70,12a-Dihydroxy-3-keto-5p-cholansidure bzw. Cholsédure.

Wurden die den Peaks A, B, C und D entsprechenden
Fraktionen getrennt und der Diinnschichtchromatographie
unterworfen, so enthielt jede Fraktion eine einzige Verbin-
dung.

Die Ausbeute an Produkten und die Menge an Cholsédure,
welche ohne verindert zu werden, darin verblieb, wurden
aufgrund des Fldchenverhiltnisses des Chromatogramms
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Tabelle 11

Verbindungen Umwandlungs- Ausbeute bzw.
rate (%) Menge (g)

7o-Hydroxy-3,12-diketo-5f-
cholansdure und nicht identi-
fiziertes Material (Peak A) 5,2 2,56
30, 7a-Dihydroxy-12-keto-5§-
cholansiure (Peak B) 93,9 46,30
7a,120-Dihydroxy-3-keto-58-
cholansiure (Peak C) 0,2 0,10
andere Derivate 0,2 0,10
Cholsdure 0,5 0,25

Beispiel 12

Es wurde nach den Angaben gemiss Beispiel 9 gearbeitet
mit dem Unterschied, dass der Stamm Arthrobacter CA-35-A-
1448 (FERM-P Nr. 5526; ATCC Nr. 31656) anstelle des
Stammes Arthrobacter CA-35-A589-47 verwendet wurde,
wobei man zu einer Mischung von Produkten und verbliebe-

5 ner Cholsdure (49,30 g) gelangte.

Dieses Gemisch wurde in der gleichen Weise wie in Bei-
spiel 6 der raschen Fliissigchromatographie unterworfen.
Die beiliegende Fig. 9 zeigt das erhaltene Chromato-



gramm. Die Peaks A, B, C und D gemiss Fig. 9 entsprechen
jenen der Referenzverbindungen, ndmlich 7a-Hydroxy-
3,12-diketo-58-cholanséure, 3a,7a-Dihydroxy-12-keto-
5B-cholansiure, 7a,120-Dihydroxy-3-keto-58-cholansiure
bzw. Cholséure.

Waurden die den Peaks A, B, C und D entsprechenden
Fraktionen getrennt und der Diinnschichtchromatographie
unterzogen, so enthielt jede der den Peaks B, C oder D ent-
sprechende Fraktion eine einzige Verbindung. Die dem Peak
A entsprechende Fraktion bestand aus einer Mischung der
Ta-Hydroxy-3,12-diketo-5p-cholansdure und anderem nicht
identifiziertem Material.

Die Ausbeuten an Produkten und die Mengen an Chol-
sdure, welche unverinderlich verblieb, wurden aufgrund des
Fldchenverhiltnisses des Chromatogramms gemiss Fig. 9
berechnet. Die Resultate finden sich in der folgenden Tabelle
12.
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Beispiel 14

Man arbeitete nach den Angaben gemiiss Beispiel 9 mit
dem Unterschied, dass der Stamm Arthrobacter CA-35-A-
1766-15 (FERM-P Nr. 5528; ATCC Nr. 31658) anstelle des
Stammes Arthrobacter CA-35-A589-47 verwendet wurde. Auf
diese Weise erhielt man eine Mischung von Produkten und
Cholsédure (49,27 g).

Dieses Gemisch wurde unter den gleichen Bedingungen
wie in Beispiel 6 der Fliissigchromatographie mit grosser
Geschwindigkeit unterworfen.

Die beiliegende Fig. 11 zeigt das erhaltene Chromato-
gramm. Die Peaks A, B und D in der Fig. 11 entsprechen
jenen der Referenzverbindungen, d.h. der 7a-Hydroxy-
3,12-diketo-5B-cholansiure, 3a,70-Dihydroxy-12-keto-
5B-cholansdure bzw. Colséure.

Wurden die den Peaks A, B und D entsprechenden Frak-
tionen getrennt und der Diinnschichtchromatographie unter-

Tabelle 12 worfen, so enthielt jede der Fraktionen eine einzige Verbin-

i - Ausbeute bzw. dung.

Verbindungen 22‘:‘;:)1&“%5 ﬁtnge (2 20 Die Ausbeuten an Produkten und die Menge an verblei-
bender Cholsdure wurden aufgrund des Flidchenverhiltnisses

7a-Hydroxy-3,12-diketo-58- des Chromatogramms gemiss Fig. 10 berechnet. Die Resul-
cholansdure und nicht identi- tate finden sich in der folgenden Tabelle 14.
fiziertes Material (Peak A) 6,5 3,20
3a,70-Dihydroxy-12-keto-58- 3
cholansiure (Peak B) 88,0 43,39
7a,120-Dihydroxy-3-keto-50-
cholansiure (Peak C) 0,3 0,15 Tabelle 14
andere Derivate 0,1 0,05 Verbindungen Umwandlungs- Ausbeute bzw.
Cholsédure (Peak D) 5,1 2,51 30 rate (%) Menge (g)
Beispiel 13 Ta-Hydroxy-3,12-diketo-5p-

Es wurde nach den gleichen Angaben wie in Beispiel 9 cholanséure (Peak A) 0,23 0,11
gearbeitet mit dem Unterschied, dass man den Stamm Arthro- . 3a,70-Dihydroxy-12-keto-5p-
bacter CA-35-A-1475 (FERM-P Nr. 5527; ATCC Nr. 31657) cholansiure (Peak B) 97,02 47,80
anstelle des Stammes Arthrobacter CA-35-A589-47 einsetzte. andere Derivate 0,75 0,37
Auf diese Weise erhielt man eine Mischung von Produkten Colsdure (Peak D) 2,0 0,99

und Cholséure, welche unverindert blieb (49,35 g).

Dieses Gemisch wurde unter den gleichen Bedingungen,
wie dies in Beispiel 6 beschrieben worden ist, einer rasch ver-
laufenden Fliissigchromatographie unterworfen.

Die beiliegende Fig. 10 zeigt das erhaltene Chromato-
gramm. Die Peaks A, B, C und D in Fig. 10 entsprechen jenen
der Referenzverbindungen, ndmlich 70-Hydroxy-3,12-diketo-
5B-cholanséure, 3a,70.-Dihydroxy-12-keto-5B-cholanséure,
7a,120-Dihydroxy-3-keto-58-cholansdure bzw. Cholsédure.

Wurden die den Peaks A, B, C und D entsprechenden
Fraktionen getrennt und der Diinnschichtchromatographie
unterworfen, so enthielt jede Fraktion eine einzige Verbin-
dung. :

Die Ausbeuten an Produkten und die Mengen an Chol-
sdure wurden aufgrund des Flichenverhéltnisses des Chro-
matogramms gemdss Fig. 10 berechnet. Die Resultate finden
sich in der folgenden Tabelle 13.

Tabelle 13

Verbindungen Umwandlungs- Ausbeute bzw.
rate (%) Menge (g)

To-Hydroxy-3,12-diketo-5p-
cholansiure (Peak A) 3,26 1,61
3a,7a-Dihydroxy-12-keto-58-
cholansdure (Peak B) 92,0 45,40
7a,12a-Dihydroxy-3-keto-5p-
cholansdure (Peak C) 0,20 0,10
andere Derivate geringe Menge -
Cholséure (Peak D) 4,54 2,24
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Beispiel 15

Es wurde nach den gleichen Angaben wie in Beispiel 9
gearbeitet mit dem Unterschied, dass man den Stamm Arthro-
bacter CA-35-M-965-3 (FERM-P Nr. 5529; ATCC Nr. 31659)
anstelle des Stammes Arthrobacter CA-35-A589-47 einsetzte,
wobei man zu einem Gemisch von Produkten und Cholsdure
(49,36 g) gelangte.

Dieses Gemisch wurde der raschen Fliissigchromatogra-
phie unter den gleichen Bedingungen wie in Beispiel 6 unter-
zogen.

Die beiliegende Fig. 12 zeigt das erhaltene Chromato-
gramm. Die Peaks A, B und D gemiiss Fig. 12 entsprechen
jenen der Referenzverbindungen, namlich 7a-Hydroxy-
3,12-diketo-5B-cholansiure, 3o, 70.-Dihydroxy-12-keto-
5B-cholansdure bzw. Cholsiure.

Wurden die den Peaks A, B und D entsprechenden Frak-
tionen getrennt und der Diinnschichtchromatographie unter-
worfen, so enthielt jede den Peaks B oder D entsprechende
Fraktion eine einzige Verbindung. Die dem Peak A entspre-
chende Fraktion bestand aus einem Gemisch der
Ta-Hydroxy-3,12-diketo-5p-cholansiure und einem anderen
nicht identifizierten Material.

Die Ausbeuten an Produkten und die Menge an verblei-
bender Cholsdure wurden aufgrund des Fldchenverhiltnsises
des Chromatogramms geméss Fig. 12 berechnet. Die Resul-
tate finden sich in der folgenden Tabelle 15.
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Tabelle 15
Verbindungen Umwandlungs- Ausbeute bzw.
rate (%) Menge (g)

7a-Hydroxy-3,12-diketo-5p-
cholansiure und nicht iden-

tifiziertes Material (Peak A) 8,6 4,24
30, 70-Dihydroxy-12-keto-5p-

cholansiiure (Peak B) 85,3 42,11
andere Derivate 2,0 0,99
Cholsédure (Peak D) 4,1 2,02

Beispiel 16

Man arbeitete in gleicher Weise wie in Beispiel 9 mit dem
Unterschied, dass man den Stamm Arthrobacter CA-35-Y-
37-12 (FERM-P Nr. 5530; ATCC Nr. 31660) anstelle des
Stammes Arthrobacter CA-35-A589-47 einsetzte. Auf diese
Weise erhielt man ein Gemisch von Produkten und Cholséure
(49,33 g).

Dieses Gemisch wurde unter den gleichen Bedingungen
wie in Beispiel 6 einer raschen Fliissigchromatographie unter-
worfen.

Beiliegende Fig. 13 zeigt das erhaltene Chromatogramm.
Die Peaks A, B, C und D gemiss Fig. 13 entsprechen jenen
der Referenzverbindungen, namlich 7a-Hydroxy-3,12-diketo-
5p-cholansaure, 3a,7a-Dihydroxy-12-keto-5-cholanséure,
7a,12a-Dihydroxy-3-keto-5p-cholansiure bzw. Cholsdure.

Beim Trennen der den Peaks A, B, C und D entsprechen-
den Fraktionen und nach erfolgter Diinnschichtchromatogra-
phie erhielt man in jeder Fraktion eine einzige Verbindung.

Die Ausbeute an Produkten und die Menge an verbleiben-
der Cholsaure wurden aufgrund des Flichenverhiltnisses
gemiss Fig. 13 berechnet. Die Resultate finden sich in der
Tabelle 16.

Tabelle 16
Verbindungen Umwandlungs- Ausbeute bzw.
rate (%) Menge (g)

7a-Hydroxy-3,12-diketo-5p-

cholansiure (Peak A) 7,7 3,30
3a,7a-Dihydroxy-12-keto-58-
cholansiure (Peak B) 90,0 44,40
7a,120-Dihydroxy-3-keto-5p-
cholansiure (Peak C) 0,3 0,15
Cholséure (Peak D) 2,0 0,98

Beispiel 17

Es wurde in der gleichen Weise wie in Beispiel 1 gearbei-
tet, wobei man aber den Stamm Brevibacterium CA-6
(FERM-P Nr. 5144; ATCC Nr. 31661) anstelle des Stammes
Arthrobacter CA-35 zur Anwendung brachte.

Das so erhaltene Gemisch von Produkten und verbleiben-
der Cholséure wurde mit hoher Geschwindigkeit der Fliissig-
chromatographie gemiss Angaben in Beispiel 1 unterworfen.

18

Im Chromatogramm gemdss Fig. 14 ist das Flachenver-
hiltnis der Peaks mit Ausnahme der Peaks X und Y (d.h. das
Flachenverhiltnis E:A:B:D) = 12,2:22,2:44,9:20,7.

5 Beispiel 18
Es wurde in gleicher Weise wie in Beispiel 1 gearbeitet mit
dem Unterschied, dass man den Stamm Corynebacterium
CA-53 (FERM-P Nr. 5532; ATCC Nr. 31662) anstelle des
Stammes Arthrobacter CA-35 verwendete, wobei man zu
10 einem Gemisch von Produkten und Cholsiure (82 g) gelangte.
Das so erhaltene Gemisch wurde unter den gleichen
Bedingungen wie in Beispiel | der rasch verlaufenden Fliis-
sigchromatographie unterworfen, mit dem Unterschied
jedoch, dass man anstelle der Mischung von Wasser und
15 Methanol im Mischungsverhiltnis von 30:70 Vol.-Teilen bei
einem pH-Wert von 2,5 eine Mischung von Wasser und
Methanol im Mischungsverhaltnis von 30:70 Vol.-Teilen bei
einem pH-Wert von 4,0 einsetzte.
Die beiliegende Fig. 15 zeigt das erhaltene Chromato-

- 2 gramm. Die Peaks A, B, C und D in Fig. 15 entsprechen jenen

der Referenzverbindungen, namlich 7a-Hydroxy-3,12-diketo-
5B-cholansiure, 30, 7a-Dihydroxy-12-keto-5B-cholansdure,
7a-Hydroxy-3,12-diketo-A%-cholensiure bzw. Cholsdure.
Waurden die Verbindungen in den den Peaks A, Bund C

2 entsprechenden Fraktionen isoliert und ihre chemischen
Konstitutionen mittels Massenspektren, Infrarotspektren und
magnetischen Kernresonanzspektren bestimmt, so zeigten
diese Spektren, dass es sich bei diesen Verbindungen um die
7o-Hydroxy-3,12-diketo-5B-cholansdure, 3a,7a-Dihydroxy-

30 12-keto-5p-cholansiure bzw. 7a-Hydroxy-3,12-diketo-A-cho-
lensdure handelte.

Referenzbeispiel 1

10 g der so erhaltenen 3a,7a-Dihydroxy-12-keto-5B-cho-
lansiure wurden in einen Dreihalsrundkolben eingetragen
und langsam mit 100 ml Athylenglycol und einer wéssrigen
Kaliumhydroxydiosung (10 g Kaliumhydroxyd + 20 ml Was-
ser) versetzt. Hierauf gab man 10 ml 85%iges Hydrazinhydrat
hinzu und erhitzte das erhaltene Gemisch wihrend 2 Stunden
bei 100 °C unter Riickfluss. Hierauf wurde die Temperatur
allmihlich erhoht und das Gemisch wihrend 4 Stunden bei
einer Riickflusstemperatur von 185 bis 190 °C behandelt, um
das Hydrazinhydrat abzudestillieren. Nach dem Abkiihlen
wurde das Reaktionsgemisch mit einem Uberschuss von Was-
ser verdiinnt und der pH-Wert auf 3 eingestellt. Dabei bildete
sich ein Niederschlag. Der Niederschlag wurde durch Filtrie-
ren gesammelt, mit Wasser gewaschen und an der Luft
getrocknet, wobei man 8,5 g 3a,70-Dihydroxy-58-cholansiure
(CDCA) bei einer Ausbeute von 8,5 g erhielt.
50

Referenzbeispiel 2 .

In einem Dreihalsrundkolben wurden 3 g der nach den
obigen Beispielen erhaltenen 7a-Hydroxy-3,12-diketo-
5p-cholanséure in 70 ml Pyridin gel6st und diese Losung

55 dann mit 1 Mol Tosylchlorid versetzt. Das so erhaltene
Gemisch wurde wihrend 1 Stunde bei 0 °C umgesetzt und
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Die beiliegende Fig. 14 zeigt das erhaltene Chromatogramm. hierauf wéhrend 5 Stunden unter Riickfluss zum Sieden

Waurden die den Verbindungen in den Peaks E, A, B und
D entsprechenden Fraktionen isoliert und ihre chemischen
Konstitutionen mittels Massenspektren, Infrarotspektren und
magnetischen Kernresonanzspektren bestimmt, so ergaben
diese Spektren, dass es sich bei diesen Verbindungen um die
7o-Hydroxy-3,12-diketo-A*-cholenséure,
Ta-Hydroxy-3,12-diketo- .
5B-cholansiure, 3a,70-Dihydroxy-12-keto-58-cholansiure
bzw. Cholséure handelte. Die Verbindungen in den den Peaks
X und Y entsprechenden Fraktionen wurden nicht identifi-
ziert.

erhitzt. Anschliessend wurde wissrige 3n-Salzsdure hinzuge-
geben und das Reaktionsgemisch mit 100 ml Ather extrahiert.

60 Der Ather wurde unter vermindertem Druck aus dem Extrakt
abdestilliert, wobei man 2,5 g AS- und/oder A’-Diketo-cho-
lensdure erhielt. 2 g des so erhaltenen Produktes wurden in 10
ml einer wissrigen 1n-Natriumhydroxydlosung geldst und
diese Losung mit 0,1 g Raneynickel versetzt. Nach der

o5 Zugabe von 0,01 Mol Wasserstoff wurde das Gemisch iiber
Nacht zur Umsetzung gebracht, wobei man 3a,12a-Di-
hydroxy-5p-cholansiure (Desoxycholinséure) und 3a,12-Di-
hydroxy-5p-cholansdure in einer Ausbeute von 90% erhielt.
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