2

POLSKA
RZECZPOSPOLITA
LUDOWA

Ege. SL1
OPIS PATENTOWY

ULBOWY

68 275

Patent dodatkowy

do patentu L KL 120,25/05
Zglos_zond: 13.1X.1967 (P 122 574)
Pierwszefistwo: o MKP  C07c 167/10
URZAD
PATENTOWY e,
I) n l Opublikowano:  28.XI1.1973

Urzedu Patentowegu
Polskis)  Bacizsiospatite Ludenij

Wsp6ttwércy wynalazku: Jadwiga Golonka, Wiestaw Lewenstein,Irena Eysymontt,
Wiestawa Kotula, Maria Iwaszkiewicz

Wtasciciel patentu: Instytut Przemystu Farmaceutycznego, Warszawa (Polska)

Sposéb wytwarzania 11« -hydroksysterydéw

1

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarzania
11a-hydroksysterydéw serii pregnanu o uktadzie A*-3-keto-
nowym zawierajacych w potozeniu 17a atom wodoru lub
grupe hydroksylows, a w potoieniu 178 ugrupowanie
-COCH, OH oraz zawierajgcych ewentualnie dodatkowe pod-
wéjne wigzanie w pozycji 1-2, polegajacy na wprowadzeniu
metody mikrobiologiczng do odpowiednich substratéw stery-
dowych grupy hydroksylowej w pozycji 11a. Zwigzki te sa
waznymi produktami poérednimi w syntezie kortyzonu i jego
pochodnych.

Znany sposob wprowadzania grupy hydroksylowej w po-
zycje 11« piericienia sterydowego mctods mikrobiologicznej
transformacji polega na zastosowaniu szczepéw mikroorgani-
zméw zrodzaju Rhizopus, Aspergillus i Cunninghamella
[D.H.Peterson i Murray, J.A.Chem.,Soc., 74, 1871, 5933
(1952); Fried iwspéttw., J.Am.Chem., Soc., 74, 3962
(1952); N.Shirasaka i N.Tsuruta, Chem.Pharm.Bull. 9, 159
(i961)) orez szczepéw z rodzaju Absidia [L. Sokotowa
i wsp6ttw., Mied.Prom. nr 6, 36, (1966); J. Protiva, Schwarz
i Syhora, opis patentowy CSSR nr 11G082]. Jako efekt kori-
cowy biotransformacji za pomocs tych szczepéw otrzymywa-
no niewielkie ilofci produktu, a najczesciej mieszaning kilku
produktéw, wymagajacy skomplikowanego rozdzielania na
drodze chemicznej.

Znany jest réwniez sposéb polegajqcy na zastoso\..uniu
szczepu Metarrhizium anisoplisae do 1la-hydroksylacji pro-
gesteronu i 3,5-cyklo-68-hydroksyprognan-20-onu [Y. Kuro-
sawa, J.Agr.Chem.Soc.Japan, 31, 478 (1957)| oraz progeste-
ronu (M. Nishikawa i wspétpr., opis patentowy japoriski
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nr426 z 1959 r.), ktére to zwigzki nie mieszczq si¢ jednak’
w omawianej grupie zwigzkéw.

Ponadto znany jest réwnie sposéb wprowadzania grupy
hydroksylowej w potoZeniu 11 piericienia sterydowego za
pomocy bakterii z rodzaju Pseudomonas lub Serratia, jednak-
2e jak wynika z przyktadéw grupa hydroksylowa wchodzi
w potozenie 118 przy réwnoczesnej dehydrogenacji w pozy-
cji 1-2 (opisy patentowe szwajcarskie nr 381226 i 385204).

Stosunkowo najlepsze wyniki 11a-hydroksylacji sterydéw
uzyskano przy zastosowaniu nastepujacych szczepéw: Pa-

‘naeolus campanulatus (opis patentowy St. Zjedn. Am.

nr 3149050), Fusarium equiseti var. bullatum (opis patento-
wy brytyjski nr 896913) oraz Glomerella cingulata (opis pa-
tentowy St. Zjedn. Am. nr 2985563). Niewiclkie stezenie
substratu sterydowego wynoszqce zaledwie do 0,5 g/l brzecz-
ki w znacznym stopniu ogranicza zastosowanie przemystowe
dwéch pierwszych szczepéw. Réwniez metoda mikrobiolo- -
gicznej 11a-hydroksylacji przy zastosowaniu szczepu Glome-
rella cingulata, cho¢ dopuszcza wigksze steienie substratu
(do 1 g/l brzeczki), wykazuje istotne braki i niedogodnodci,
jak diugi czas przygotowywania hodowli wynoszacy
24-36 godzin oraz czas trwania procesu transformacji wyno-
szacy 24—30 godzin.

Stwierdzono, 2¢ zastosowanie nowego szczepu Metarrhi-
zium velutinum M-6 w konwencjonalnej metodzie
11a-hydroksylacji w odréZnieniu od znanych i stosowanych
do tego celu szczepéw umotziiwia selektywne, stereospecy-
ficzne otrzymanie produktu oraz zwigkscenie steienia sub-
stratu do okoto 1,5 g/l brzeczki, przy znacznym skréceniu

czasu przygotowania hodowli i czasu transformacji,



3
Wedtug wynalazku zwigzek sterydowy serii pregnanu

" ouktadzie A*-3-ketonowym zawierajagcy w potoZeniu 17«

atom wodoru lub grupg hydroksylows, a w potozeniu 178
ugrupowanie -COCH,OH lub -COCH,OAc, w ktérym Ac
oznacza acyl 0 2—4 atomach wegla, oraz zawierajacy ewentu-
alnie dodatkowe podwdjne wigzanie w pozycji 1-2, lecz nie
zawierajacy grupy hydroksylowej w potoieniu 11la, poddaje
si¢ dziataniu szczepu Metarrhizium velutinu M—6 w warun-
kach aerobowych sposobem konwencjonalnym, po czym su-

. rowy produkt zawierajgcy w pozycji 11« grupe¢ wodorotleno-

wa wyodrebnia si¢ w znany sposéb, np. przez ekstrakcje

" i ewentualnie oczyszcza.

Nowy szczep Metarrhizium velutinum oznaczony symbo-
lem M—6 i nalezacy do klasy Fungi Imperfecti, rzedu Moni-
liales, rodziny Moniliaceae, wyizolowano z gleby i opracowa-

" no na drodze selekcji z dzikiego szczepu macierzystego w Pra-

cowni Bakteriologicznej Instytutu Farmaceutycznego w War-
szawie. Opis nowego gatunku podali A. Borowska, J. Golon
ka i W. Kotula w Acta Mycologica, VII, 1(1971).

Szczep Metarrhizium velutinum M—6 na poiywoe Czapelt
Doxa tworzy kolonie poczgtkowo biate, po 12 dniach zielono-
szare z jafniejszym 26itawym marginesem, niskie o aksamit-
nej powierzchni; po 12 dniach kolonie osiagajy érednice
4 cm. Odwrotna strona poiywki poczqtkowo bezbarwna
wkrétce przybiera jaskrawozdtte lub Zétto-oliwkowe zabar-
wienie. W starszych kulturach kolonie maji zabarwienie in-
tensy wnie zielonoszare.

Grzybnia wegetatywna ztoZona z bezbarwnych, falistyth
strzgpek  ze zgrubieniami, Komérki jej o wymiarach

.12,5-20 X 5,5—8u zawierajg liczne krople ttuszczu.

Konidiofory wyrastajs pojedyriczo lub w skupieniach
tworzac pedziowate pseudosporodochia; konidiofory po-
Jedyricze sq nierozgatezione, wyprostowane, 7,5-12,5 X
X 2—-2,5 u, czesto pod szczytem lekko rozszerzone, bez

__przegrody lub z jedny przegrody poprzeczna; czesto spo-

tykane, nierozgatezione konidiofory dZwigajg na szczycie

2-6 fialid. Wystepujq réwniez konidiofory typu Penicillium
2 fialidami [ i Il rzedu, pototonymi okétkowo, badZ koni-
diofory kilkakrotnie rozgatezione do 50 4 wysokie. Pseudo-
sporodochia 150—300 X 30-50 s tworzy si¢ wskutek wyras-
tania fcifle obok siebie kilku obficie rozgatezionych konidio-
foréw. Szczytowe fialidy tych.kenidioforéw, o wymiarach
9,5-12 X 2,5 u, wyrastajg blisko siebie i skierowane s§ pio-
nowo ku gérze. Diugie taricuchy fialospor tworzace sie na
ich szczycie potoZone sq réwnolegle i fcifle do.siebie przyle-
gaja. Fialidy cylindryczne lekko zwezajqce si¢ ku szczytowi
majg wymiary 7,7-14 X 2-3,5 p.
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Fialospory s§ poczatkowo bezbarwne, w starych kultu-

rach wmasie zielonawe, jednokomdrkowe, cienkosicienne,
gtadkie, 6—7 X 2,5—3 u, podtuinoowalne do cylindrycz-
nych, z zaokraglonymi koricami bgdZ o zwetonym i icigtym
Jednym kodcu, niekiedy lekko wygigte. Tworze dtugie tai-
cuchy, ktére nie rozpadajg si¢ nawet w bardzo starych kultu-
rach,

Metarrhizium velutinum M—6 moina inkubowaé w tem-
peraturze 20—-32°C, najszybszy wzrost osigga si¢ w tempera-
turze 28—30°C. Nie rozktada celulozy.

W litoraturze mikologicznej znane s opisy tylko trzech

‘ntunkéw z rodzaju Metarrhizium: Metarrhizium “anisopliae

(Metsch.) Sorokin 1879, Metarrhizium album (Petch) 1931
oraz Metarrhizium brunneum (Petch) 1935. Z opisu Metarrhi-
zium album (Petch) 1931 wynika, 2e jest to gatunek wyraz-
nie réiny od szczepu wediug wynalazku, dlatego nie brano
g0 pod uwage przy dalszych badaniach poréwnawczych.
Przeprowadzono szczegétowe poréwnanie Metarrhizium

5§
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anisopliae z CBS Baarn iz WSR w Szczecinic oraz Metharri-
zium brunneum z CBS Baarn z nowym wyizolowanym gatun-
kiem wedtug wynalazku. Grzyby hodowano na trzech podto-
2ach (Czapek-Doxa, agar owsiany i ziemniaczany) w wielo-
krotnych powtérzeniach w temp. 28° i pokojowej.

Oba szczepy Metarrhizium anisoplise, poza réZnicy
w wymiarach fialid oraz fialospor nie wykazujg istotniejszych
rétnic miedzy sobs. Metarrhizium anisoplise (o matych
wymiarach fialospor) jest gatunkiem najbardziej zblizonym
do szczepu obecnie wyizolowanego. Réini si¢ od niego za-
barwieniem i struktury kolonii, wielkoscig i stanem rozpro-
szenia pseudosporodochiéw, wymiarami fialid oraz ksztattem
i wymiarami fialospor. Wyizolowany grzyb wedtug wynalaz-
ku reprezentuje nowy gatunek z rodzaju Metarrhizium. W ta-
blicy podano zestawienie cech charakterystycznych bada-
nych szczepéw. = Wedtug wynalagku substrat sterydowy
miesza si¢ z hodowlg szczepu Metarrhizium velutinum M—6
albo z jej enzymatycznymi produktami przy statym dopro-
wadzaniu tlenu, a po zakoriczeniu hydroksylacji wyodrebnia
si¢ produkt przez ekstrakcj¢ brzeczki lub odsgczenie razem
z grzybnig, po czym wydzielony produkt ewentualnie oczysz-
cza si¢ w zpany sposéb.

Transfromacj¢ wymienionych sterydéw do 1la -hydro-
ksypochodnych mozZna przeprowadzié bezpodrednio w hodo-
wli gl'gbinowei Metarrhizium velutinum M—-6, w zawiesinie
tego mikroorganizmu zebranego z hodowli gtebinowej badz
powierzchniowej, za pomoca oddzielonych zarodnikéw, albo
tez wobec Preparatdw enzymatycznych otrzymanych z mi
kroorganizmu, badZ - jego zarodnikéw zawierajgcych
11a-hydroksylazg sterydows.

Przy zastosowaniu-szczepu wedtug wynalazku przemiana
przebiega przy wartosci pH 4—9, najlepicj 5,6-7,0. HoGowle
moZna prowadzi¢ systemem periodycznym lub ciagtym. Przy
hodowli gi¢binowej stosuje si¢ mieszanie, najczeiciej miesza-
nie wirowe.

Zwigzek sterydowy moina wprowadzié do hodowli jako
rozdrobniong substancje stats lub w postaci zawiesiny, a naj-
lepiej roztworu w rozpuszczalnikach organicznych, Jako roz-
puszczalniki stosuje si¢ alifatyczne alkohole, ketony, estry
i amidy kwasowe, np. metanol, aceton, dwumetyloformamid.
Moina réwniez stosowaé roztwdr lub zawiesing zwigzku ste-
tyddwego uzyskang w trakcie syntezy lub biosyntezy.

Hodowle prowadzi si¢ w warunkach aerobowyth w kol-
bach umieszczonych na trz¢sawce, co upewnia réwnomier-
ne silne mieszanie, a tym samym staty dopityw powietrza,
ktére jest niezbgdne zaréwno do rozwoju mikroorganizmu,
jak iutleniania substratu. Hodowle moina réwniez prowa-
dzi¢ wréinego typu i wiclkoici fermentorach mpatrzonych
w odpowiednie dysze wtryskujace powietrze £ dna aparatu’
oraz mieszadta umoiliwiajace dokiadne rozprowadzenie
pecherzykéw powietrza w ptynnej hodowli.

Ekstrakt zawierajacy produkt transformacji moze byé 13
goszczony do matej objetodci lub odparowany do sucha

‘a nastgpnie oczyszczony przy pomocy réinych m_etod.
.i ktérych najbardziej znanymi sq: chromatografia i krystaliza-

‘cja. ,

Hodowle szczepu moina prowadzié w znany sposéb me-
todg powierzchniows lub giebinows, przy czym stosuje si¢
podioia o réinych Zrédtach wegla i azotu, Zrédtem wegla
moze byé glukoza, sacharoza lub inne przyswajalne cukry,
‘a tak2o kwasy organiczne albo ich potaczenia. Azot moina
dostarczaé w postaci soli nieorganicznych, biopreparatéw ta-
kich jak pepton, hydrolizat kazeiny, wyciag migsny, wycisg
stodowy, namok kukurydziany, maka sojowa i ekstrakt dro--
dzowy.
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Tablica

Zestawienie cech charakterystycznych M. anisoplise, M. velutinum i M. brunneum

M. anisopliae

czarno-zielono-oliwkowe, niskie,

M. velutinum

M. bmméum

. zielono-szare z Z6ttym marglnesem, iéttawok!emowe, Z przewags pu-

4,5-7,5%x 2-25u

Dla szybkiego wzrostu i hodowli mozna dodawac fosfora-
ny. Niezbedne sole mineralne i witaminy zawarte s§ w wy-
mienionych biopreparatach w ilosciach wystarczajacych dla
optymalnego wzrostu.

Mozna stosowaé podtoza ptynne wedtug Sabouraud, np.
1% peptonu i2% maltozy lub 1% peptonu, 4% glukozy,

0,35% ekstrakéu migsnego i 0,75% chlorku sodowego, podto- -

%e wedtug Raulin-Thoma i wedtug Czapka i Czapek-Doxa,
a najkorzystniej podtoie IFB, opracowane w Pracowni Bak-
teriologicznej Instytutu Farmaceutycznego w Warszawie

o nastepujgcym sktadzie
ekstrakt drozdzowy 0,25%
pepton 04 %
KH, PO, 04 %
brzeczka stodowa o gestodci 8,7° Blg  10% v/v
woda do 100%

Po sterylizacji wartos¢ pH wynosita 6 — 6.3.

10

15

‘przebiega jednokierunkowo

‘ § (14 dni) prawie skorupiaste aksamitne szystej ptonnej grzybni powie-'
trznej
‘ 8 rewers ko-  bezbarwny (WSR) lub 26tto- jaskrawozétty do 264 tooliwko- bezbarwny lub cytrynowoidity
O lonii oliwkowy (CBR) wego
2 pseudospo-  wyprostowane zrastajgce si¢ wygiete lub proste, oddzielne, tworzq si¢ sporadycznie,
_ 5 rodochia  z sobg, 100—250 X 50—100 u 150—-300 X 30—50 i 150-200 X 2040 u
fialidy 15-20 X 3—4 u (WSR), 7,5-14 % 2-2,54 9-12X 2-3p
: 10-12 X 3-3,5 4 (CBR) )
fialospory dtugoowalne, fasolkowate, eli- dtugoowalne, cylindryczne, dtugoowalne, cylindryczne,
psoidalne, 10—16 X 3—4 u 6-8X 25-3u © 5-8X2-25u
(WSR), 5-8 X 2—3 u (CBS) :
kolonie czarno-zielono-oliwkowe, zwarte  zielono-szare z odcieniem oliwko- biatozéttawe, obfita biata
(14 dni) (WSR) badZ z obfitg biatg pton-  wym, jaéniejszy margines, lekko  ptonna grzybnia powietrzna
. Na grzybnig powietrzng (CBS) puszyste
rewers ko- bezbarwny (WSR), brazowawy - #6ttawy lub z odcnemem ollwko- Z6ttawobrgzowawy
. lonii (CBS) wym, ale tylko w centrum
pseudospo-  100-200 X 100-150 » (WSR); 100—150 X 50—70 p 70 X 580 p (nieliczne)
N rodochia  100—150 X 80—100 u (CBS)
fialidy 17,5-20 X 3—4 u (WSR), 10-15X 2,5-3 u 12,5-15X 2,5-3 u
10-13 x 2,5-3,5 4 (CBS)
fialospory  10-12,5 X 2,5-3,5 u (WSR) 6-8Xx 2,8-3p 6-12,5X 2,5-3pu
5-7,5 X 2-2,5 u (CBS) ‘
kolonie czarno-zielono-oliwkowe, luZzne  jasnozielono-szare, z jatniej- biatoz6ttawe (wzrost bardzo
-(14 dni) (WSR), z obfitq biatg gxzybmq Zym marginesem, welwetowate skgpy)
) powietrzng (CBS) .
rewers ko- bezbarwny (WSR) lub 26ttawy bezbarwny lub 26ttawy bezbarwny lub lekko 26t tawy
lonii (CBS) .
a pseudospo-  150—250 X 80—-100 4 (WSR), - 150-200 X 50—60 u nieliczne, 100 X 30 u
2 rodochia  100—150 x 80—100 s (CBS) .
fialidy 15-20 X 2,5-3,7 4 (WSR), 12,5-16 X 2,5-3,8 12-17x 2,5-3,5u
8-15 X 2,5-3,5 u (CBS) .
fialospory 10-15 X 2,5-3 u (WSR), 6—8(10) X 2,5-3,5p 6-10X 2,5

Substraty sterydowe, ktére moga by¢ poddane procesowi

fermentacji przy uyciu Metarrhizium velutinum M-6, jest

pregnen-4-diol-17a, 21-dion-3,20 czyli substancja S Reichstei-
na, 21-octan substancji S Reichsteina, pregnen-4-ol-21-dion-
-3,20 czyli dezoksykortykosteron oraz pregnadien-1,4-diol-
-17a,21-0n-3,20 czyli A' -substancja S Reichsteina.
Szczegblnie korzystne wyniki uzyskuje si¢ poddajac 1la
-hydroksylacji pregnen-4-diol-17« , 21-dion-3,20 czyli sub-
stancj¢ S Reichsteina oraz jej 2l-acetylowg pocheday.
W wyniku dziatania szczepu Metarrhizium velutinum M—6
otrzymuje si¢ odpowiednie 1la -hydroksypochodme pizy
réwnoczesnej hydrolizie grup acylowych do hydroksylowych
oraz enoleteréw i enolestréw do grup ketonowych. Reakcja
i pozwaia uzyskaé produkt
z wydajnoéciy wigkszg niZ 80%. Proces przebiega bardzo
«zybko i trwa zaleZnie od steienia substratu 8—14 godzin.
Przyktad I Pigciolitrowy szklany fermentor wypet-
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niono 2,5 | podtota w skiadzie: 6,25% g ekstraktu droidio-
wego 10 g hydrolizatu enzymatycznego bistka krwi bydigce),
10g KH,PO,, 250 mi brzoczki stodowej o gestodci 87° Big
i woda do 2,5 L Po caym podiodc wysterylizowano; po stery-
lizacji pH podtoia wynosito 6,0. Podtode fermentacyjne za-
szczepiono 150 mi dwudziestotrzygodzinnej hodowli ptynnej
‘Metarthizium velutinnm M—6. Po 20 godzinach inkubac)i
w temperaturze 28°C (przy napowietrzantu 1,25 I/min | mie
zzaniv SO0 obr/min) grzybnig odsyczono i zawieszono w wo-
dzie. Do mieszaniny reskcyjnej dodano 3,750 mg pregnen-4-
-diol-1 7o ,21-dionu-3,20 rozpuszczonego w metunolu. Inku-
bacj¢ kontynuowano w ciggn 12-14 godzin. W kodcowym
okresie transformacji postepy reakcii byty kontrolowane
przy pomocy chromatografii cicnkowarstwowej. Transforma-
cje przerwano po stwicrdzenin catkowite) przemiany preg-
nen-4-diok17a .21-dlonu-3,20. Nastepnie z micszaniny pofer-
mentucyjnej odsgczono grzybnie i przemyto woda a produkt
wyckstrahowano z przesgezu chloroformem. Potgczone cks-
trukty wysuszono bezwodnym siarczancm sodowymn, przesy-
czono i odparowano pod zmaiejszonym cifnicniem. Po jedno-
razowej krystalizacji z acetonu otrzymane 3100 g czystego
pregnen-4-triok-1 11 7a21-dionu-3,20 o temperaturze topnic-
nia 207 -209°C; [a] 22 = +1204" (1% EtOH 96%);
UVApayi 24) mu (E-420); IR VKBI cm 1 3440, 1705,
1640, 160S.

Przyktad 1l. Do dziesigciu pétlitrowych kolb dano
po 100 ml podioia o skiadzic: 0,25 g ckstraktu drozdZowe-
80, 0.4 g hydrolizatu cnzymatycznego biutka krwi bydlecej,
0.4 g KH,PO,, 10 ml brzeczki stodowej o gestoici 8,7° Big
iwody do 100 ml, po czym podtate wysterylizowano. Po
sterylizac)i pH podiota wynosito 6,0. Nastgpuie podiode fer-
mentacyjne zaszezepiono S ml dwudziestotrzygodzinaej ho-
dowli Mctarrhizivun velutinum M 6. Po 23 godzinach inku-
hinji wlemperaturze 28°C na trzgsawce  obrotowej
(240 obr/min) odsqczone grzybnig | zawicszono w wodic,
o mieszaniny fermentscyjnej dodano po 150 mg 21-octanu
pregnen-4-ol-17a -dion-3,20 rozpuszezonego w melanolu,
- Inkubacje kontynuowano w ciggu 30 godzin, po czym mie-.
szaning  wyekstrshowano chloroformem. Potgczone cks-
tmkty chlotoformowe wysuszono bezwodnym siarczanem
sodowym, przesgczono { odparowano pod zmnicjszonym cié
nicniem. Po krystalizacji z acetonu otrzymano czysty preg-
nen-4-triok-11al 7a21 -dion-3,20 o temperaturze  topnienia
WK N°C |‘n|~:$' = +120.4° (1% etanol 96%).
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Przyktad IIL W identyczny sposéb jak w przykia-
dzie Il przygotowano hodowle Metarrhizium velutinum
M-6. Grzybni¢ odsczono i zswicszono w wodzie. Do
miexzaniny reakcyjnej dodano po 100 mg pregnadien-1,4-
-diok-17a,21-dionu-3,20 rozpuszczonego w rietanolu. Inkuba-
cje kontymiowano przez 24 godziny, po czym mieszaning
wyekstrahowano chioroformem. Potgczone ckstrakty chloro-
formowe wysiszono bezwodnym siarczanem sodowym, prze-
saczono i odparowano pod zmnicjszconym cisnicnicm. Po
krystatizacji z acelonu otrzymano pregnadien-,4-triol-11a,
17a.21-dion-3,20. - Temperatura topnicnia 221 -223°C;
(0120 = 4+76° (0,5% metanol). '

Przykiad IV. W identycany sposéb juk w przykta-
dzic Il poddano przemisnic pregnen-4-oi-21-dion-3,20 do
pregnen-4-diol-11a,21-dion-3,20 prey zastosowaniu szczepu
Metarrhizium velutinmin M -6. Suchie ckstrakty byly iden-
tyczne  z wzorcem  pregnen-4-diok1 1a,21-dion-3,20 czyli
11a~-hydroksypochodnej dezoksykortykosterony (porownaw-
czo wurtofé Rf, reukcje barwne i rodzaj fluorescencji po
wywotaniu kwasem siarkowym i kwasemn fosforowym).

' Zastrzeteniv patentowe

Sposob wytwarzania 11a-hydroksysterydow serii pregna-
nu o ukladzie A'-3-ketonowym zawicrajacych w potoZeniu
1la atom wodoru lub grupe hydroksylowa, a w potoieniu
178 ugrupowani: ~COCH, OH oraz zawierajacych ewentual-
nie dodutkowe podwdine wigzanie w pozycji 1 -2, przez
wprowadzenic metody mikrobiologiczng grupy wodorotieno-
wej w potoZeniu 1la piericienia sterydowego., znamieany
tym, ic zwigzek stesydowy serii  pregnunu o uktadzie
A'-Fketonowym zawierajacy w potoZeniu ) 7a atom wodoru
lub grupe hydroksylows, a w potoZeniu 178 ugrupowanie
COCH, Oll lub -COCH, OAc. w Ktdrym Ac¢ 0Znacza reszl¢
acylows 0 2 -4 atomach wegla oruz zawiciajgey ewentualnie
dodatkowe podwojue wigzanic w pozycji | 2, w postici 1oz
drobnionej, roztworu lub zawicsiny, albo te? juko zawirty
w nieszaninie reakeyjnej produkt wprzednivy reakcji syntezy
lub biosyntezy, puddaje sig dziutuniv szczepu Metarrhi
tiumm velutinum M -6 w postaci hodowli. oddziclonej 1 za-
wieszone] w wodzie grzybni, przesgczu hodowli lub imnych
prepuratdw enzy matycznych uzyskanych z (ego szczepu, po
czym surowy produkt wyodrebnia si¢ przez  ckstrakcje

i ewentuainic oczyszeza w gnany sposch.

Prac. Repr. UP PRL. sam. §9/73 nuktad 120+18
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