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(57) KIVONAT

A taldlmany targya eljaras 15«—hidroxi-
-4-androsztén-3,17-dion mikrobiolégiai elballi-

tdséra.

A fenti vegyuletet ugy allitjak eld, hogy
-4-androsztén-3,17-diont 15«c~helyzetben Pe-
melinii
vagy Fusarium oxysporum f. vasinfectum
mikroorganizmus fajokkal fermentdlva hid-

nicillium stoloniferum, Penicillium

roxileznek.

A taldlmany szerinti vegyulet 158, 16s-
-metilén-szérmazékok elBallitdsdhoz hasznél-

haté kiinduldsi anyagként.
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A taldlmény tdrgya eljaras 15«—hidroxi-
-4-androsztén-3,17-dion elballitdséra 4-and-
rosztén-3,17-dion mikrobioldgiai hidroxilezé-
sével.

Régéta ismeretes, hogy szdmos mikroor-
ganizmus rendelkezik azzal a képességgel,
hogy szteroidokat a 15«—helyzetben hidroxi-
lezzen. (2 889 255 sz. amerikai egyesilt &l-
lamokbeli szabadalmi lefrds). A 4-androsztén-
-3,17-diont is mér tdbbféleképp hidroxilezték
a 15«chelyzetben. (W. Charney and H. L.
Herzog: Mikrobial Transformations of Stero-
ids, Academic Press New York, 1967, 107-108.
oldal). Amennyire az irodalombdl kiderithets,
a legjobb eredményeket akkor érték el, ha a
fermentdcidhoz a Fusarium lini (CBS) (Helve-
tica Chimica Acta 45, 1963, 889 f) vagy Peni-
cillium spec (ATCC 11 598) (Endocrinology 83,
1968, 349) fajok mikroorganizmusait haszndl-
tdk. A  15«hidroxi-4-androsztén~-3,17-dion
ipari elédllitésdra ezek az ismert eljérdsok
tul koltségesek, mivel ezeknél nem egyszer
100 mg 4-androsztén-3,17--dion 4talakitésd-
hoz egy liter fermentlé és egy nap fermenta-
cids idd sziikséges.

A 4 036 695 sz. amerikai egyesilt alla-
mokbeli szabadalmi leirdsbdl mésrészt isme-
retes, hogy a 4-androsztén-3,17-dionhoz ké-
pest izomer 18-metil-4-dsztrén-3,17-dion
nagy szubsztradtkoncentraciékndl hidroxilez-
hetd a 15«-helyzetben, ha a fermentéicidhoz a
Penicillium raistrickii (ATCC 10 490) fajhoz
tartozd mikroorganizmusokat hasznélunk. A
4-androsztén-3,17-dion fermentéicidja .ezzel a
mikroorganizmussal meglepd médon rendkiviil
rossz eredménnyel megy.

Felfedeztiik, hogy a 4-androsztén-3,17-
-dion a 15«-helyzetben nagyon jol hidroxi-
lezhetd, ha a fermentdldshoz a Penicillium
stoloniferum (CBS P 102), Penicillium melinii
(CBS P 30) vagy Fusarium oxysporum f. va-
sinfectum (ATCC 7808) fajok mikroorganizmu-
sait hasznéljuk.

Ezt a fermenticiét olyan kérialmények
kozott végezzak, amilyeneket rendszerint
szteroidok gombatenyészetekkel végzett mik-
robiolégiai hidroxilezése sorén alkalmaznak.
igy eldszdr is éltaldnosan szokott eldkisér-
letekben megtdrténik a legkedvezébb fermen-~
tacid kortlmények, mint példdul a legkedve-
z8bb téptalaj, a megfeleld szubsztrétolddszer
vagy szubsztratszuszpenddldészer, a szubszt-
rdtkoncentrédcid, a technikai kéralmények,
igy hOmérséklet, levegbztetés, a pH-érték és
a tenyésztés optimédlis idejének, a szubsztrat
hozzdaddsénak és a mikroorganizmus enzimé-
vel valo szubsztratérinkezésnek a kivilasztd-
sa analitikailag, ktlondsen vékonyréteg-kro-
matogréfidsan.

Célszerli a szubsztratot a téptalaj lite-
rére szémitva koralbelal 1000-t8]1 5000 mg-ig
terjedd koncentraciéban alkalmazni. A pH-ér-
téket elénydsen 5-t8] 7-ig terjedd tartomény-
ban tartjuk. A tenyésztési hdmérséklet 20-tél
40 °C-ig, elénydsen 26-t8l 35 oC-ig terjedd
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tartoményban van. Levegdztetés céljébdl a
tenyészoldatba literenként és percenként
elénydsen 0,5-5 liter levegdt vezetink be. A
szubsztrat dtalakuldsét célszertien vékonyré-
teg-kromatografids analizissel koévetjuk. A
fermentécios idé kérnlbelil 30-90 dra.

A kapott 15«-hidroxi-4-androsztén—-3,17-
~dion értékes koztitermék, amely példdul
158,168-metilén-4-androsztén-3,17-dion
(3 470 160 sz. amerikai egyesillt &llamokbeli
szabadalmi leirds) vagy 158,165-metilén-3~
-oxo-17«-pregna~4,6~dién-21,17-karbolakton
(4 129 564 sz. amerikai egyesilt &llamokbeli
szabadalmi leirds) eldéllitdsdra alkalmas.

A kovetkezd példék a taldlmAny szerinti
eljards részletesebdb szemléltetésdre és a ter-
mék alkalmazésanak bemutatdsdra szolgélnak.

A) Példdk a talilmény szerinti eljards
szemléltetésére:

1. példa

~ Egy 2 literes Erlenmeyer lombikban
500 ml téptalajt, amely 3,0%, glukézt, 1,0%
kukoricalekvért, 0,2X% néatrium-nitrétot, 0,1%
kélium-dihidrogén-foszfatot, 0,2% dikdlium-
~hidrogén-foszfatot, 0,05% magnézium-szulfat-
-heptahidrétot, 0,002X vas(II)-szulfat-hepta-
hidrétot és 0,05% kélium-kloridot tartalmaz,
és autokldvban 120 °C-on 30 percig sterilez-
tak, beoltunk Penicillium stoloniferum (CBS P
102) toérzs ferde agaros tenyészetédvel, és
28 °C-on rézdasztalon 2,5 napig razatjuk.

A tenyészet 250 ml-ével beoltunk egy 20
literes eldéfermentort, amely 15 liter 121 oC-
-on és 1,1 bar tulnyomdson 60 percig steri-
lezett, 1,0% kukoricalekvart, 1,0% keményitd~
cukrot, 1,0% szdjaport, 0,2% nétrium-nitratot,
0,1% kélium-dihidrogén-foszfétot, 0,2% dikaé-
lium-hidrogén-foszfatot, 0,05% magnézium-
—-szulfdt-heptahidratot, 0,002X vas(1I)-szulfit-
-heptahidratot és 0,05% kélium-kloridot tar-
talmazd téptalajjal van tdltve.

Habgésgdtloszerként Silicon SH-t hozza-
adva 29 °C-on és 0,7 bar tilnyoméson 15 li-
ter/perc levegbztetéssel és 220 ford./perc
keverés kdzben 24 éra hosszat fermentdlunk.

Utédna ebbél a tenyéazetbd8l steril kéril-
mények koézott 0,9 litert kevesziGnk, és ezzel
beoltunk egy 20 literes féfermentort, amely
14 liter, az el6fermentoréval azonos b&ssze-
tételd és ahhoz hasonldan sterilezett tdpta-
lajjal van tdltve. Az eléfermentécidhoz ha-
sonlé kortlmények kozott végzett 12 Orde te-
nyésztési szakasz utdn hozzdadjuk 22,5 g 4-
-androsztén-3,17-dion 200 ml dimetil-forma~
middal készitett és sterilre szlirt oldatat, és
tovabb keverjuk és levegdaztetjuk. A fer-
mentlét 60 drds tenyésztési id6 utdn 3 x 10
liter metil-izobutil-ketonnal extrahdljuk, az
extraktumokat egyesitjuk, és kuszdfilmes be-
périéon azonnal betdményitjuk, végal 50 oC

- fiard8hémérsékleten vékuumban rotdciés be-

parlon szdrazva bepéroljuk. A maradékot a
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habzésgétlészer eltdvolitdsa céljdbol hexénnal
mossuk, végal metil-izobutil-ketonbdl kristd-
lyositjuk. Szlrés és széritds utdn 184 g
15«=hidroxi~4-androsztén-3,17-diont kapunk,
amelynek olvadédspontja 193-196 °C.

2. példa

Az 1, példa kériulményei kdzdtt a Peni-
cillium melinii (CBS P 30) t4rzs alkalmazé-
saval 15 g 4-androsztén-3,17-diont 75 orés
fermentéléssal 11,7 g 15«—hidroxi-4-androsz-
tén-3,17-dionnd alakitunk, amelynek olvadas-
pontja 191-194 °C,

3. példa

Az 1. példa kérilményei kozétt a Fusa-
rium oxysporum {. vasinfectum ATCC 7808
torze alkalmazdsdval 22,56 g 4-androsztén-
-3,17-diont 24 o6rds fermentdldssal 19,36 g
15¢-hidroxi-4-androsztén-3,17-dionnd  alaki-
tunk, amelynek olvaddspontja 197 °C.

B) Példa a 15« hidroxi-4-androsztén-~
-3,17-dion alkalmazéséra:

a) 40 g 15«c-hidroxi-4-androsztén-3,17-
~dion 200 ml piridinnel készitett oldatdt je—
ges flirdében lehitjik, és utdna cseppenként
hozzéadunk 25,7 ml benzoil-kloridot. A reak-
cidelegyet jeges firdében 30 percig kever—
juk, majd 3,2 ml vizzel elegyitjuk és tovAbbi
30 percig keverjuk. A reakcidelegyet uténa
keverés kdzben jeges vizbe ontjuk, a kivalt
csapadékot kiszurjak, és vizzel mossuk. Ek-
kor a kivalt termék kezd olajszeri lenni,
ezért dikldr-metdnnal oldjuk. A szerves fa-
zist vizzel mossuk, nétrium-szulfédton szarit-
juk, és bepéroljuk. igy 53 g nyers 15«-ben-
zoiloxi-4-androsztén-3,17-diont kapunk olaj-
ként.

b) 101,5 g trimetil-szulfoxénium-jodidot
1 liter dimetil-szulfoxidban 17,88 g nAtrium-
-hidroxiddal szobah®mérsékleten 1,5 ora
hosszdig erdsen keverunk, minek sorén a
natrium-hidroxid nagyrészt oldatba megy.
Argongéz alatt és vizhltés kozben 53 g 150
-benzoiloxi~-4-androsztén-3,17-diont oldunk
200 ml dimetil-szulfoxidban, az oldatot 5 perc
alatt hozzdadjuk a reakcidelegyhez, amelyet
végial még 1,5 éra hosszat keverink. A reak-
cidelegyet utdna korilbelil 2 kg nétrium-
~klorid hozzdaddsa kézben keverés mellett
10~-szeres mennyiségl jeges vizbe o&ntjuk. A
kivélt csapadékot vizzel mossuk, és vakuum-
ban 50 °C-on széritjuk. Igy 31 g nyers
158,168-metilén-4~androsztén-3,17-diont  ka-
punk. Az egész vizes fAzist dietil-éterrel
extrahdljuk, az éteres fézist telitett néatrium-
~klorid oldattal mossuk, nétrium-szulféton
széritjuk, és bepéroljuk. fgy még 6 g nyers
158,168-metilén-4-androsztén-3,17-diont  ka-
punk. A csapadékot és az éteres extraktumot
egyesitjuk, és szilikagélen aceton/hexén gra-
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dienssel (20 liter, 0-25% aceton) kromatogra-
faljuk. igy 22,7 g 158,16p-metilén-4-androsz-
tén-3,17-diont eludlunk. A diizopropil-éterbdl
dtkristélyositott minta 185-186,5 °C-on olvad.

c) 22,7 g 158,168-metilén-4-androsztén-
-3,17-dion 397 ml metil-pirrolidonnal készitett
oldatét jeges furddben lehitjuk, argongéz
alatt 90,8 g kalium-metildtot adunk hozzé, és
10 percig keverjiok. Uténa 5 perc alatt hoz-
zédcsepegtetink 34,1 ml propargialkoholt. A
reakcidelegyet tovAbbi 15 percig keverjuk,
és keverés kdzben 10-szeres mennyiségh je-
ges vizbe ontjak. Az elegyet hig kénsavol-
dattal semlegesitjik, az esetleg felesleget
f3188 nétrium-hidrogén-karbonattal tdvolitjuk
el, és nétrium-kloriddal telitjuk. A kivalt
csapadékot kiszlrjuk, vizzel mossuk, és va-
kuumban 60 °C-on széritjuk. igy 30,2 g
anyagot kapunk, amelyet etil-acetatbol ak-
tivszénnel deritve Atkristédlyositunk. A kapott
18,6 g termék 17a-hidroxi-17«~(3-hidroxi-1-
~propinil)-158,168-metilén~4~-androsztén-3-on
és 17p-hidroxi-17«—(3-hidroxi-1-propinil)-
-158,16p-metilén-5-androsztén-3-on 224,6 °C
olvadéspontu keveréke.

18,6 g ilyen keveréket oldunk 172 ml
tetrahidrofuranban és 172 ml metanolban,
majd argongédz alatt 8,6 ml 2 n natrium-hidr-
oxid oldattal elegyitjik, és szobahdmérsék-~
leten 15 percig keverjik. A reakcidelegyet
utdna keverés koézben 10-szeres mennyiségi
jeges vizbe &ntjuk, amely 10 ml 2 n kénsav-
oldatot tartalmaz. Telitjuk nétrium-kloriddal,
a kivélt csapadékot kiszirjuk, és vizzel mos-
suk. A vékuumban 60 °C-on végzett széritis
utén 18,2 g 17p-hidroxi-(3-hidroxi-1-propo~
nil)-15p8,168-metilén-4-androsztén-3-ont  ka-
punk. Olvaddspont: 222,65 °C.

d) 18,2 g 17a~-hidroxi-17«¢-(3-hidroxi-1-
~propinil)-158,165-metilén-4-androsztén-3-ont
84 ml tetrahidrofurdn és 84 ml metanol ele~
gyében 5,6 g trisz(trifenil-fosgfin)-rédium(I)-
-klorid hozzéaddsa utdn szobahdmérsékleten
és normél nyoméson hidrogéngézzal telitésig
hidrogénezunk. Reakcididé: 5 éra.

Az anyag a hidrogénezés sordn tdkéle-
tesen oldatba megy. A hidrogénezett oldatot
uténa vAkuumban szérazra paroljuk. A ka-
pott 18,0 g nyers 178-hidroxi~17«-(3-hidroxi-
-propil)-158,168-metilén-4~androsztén~3-ont
kézvetlenal felhasznéljuk a kévetkezd reak-
cidhoz. -

e) A 18 g 178-hidroxi-17«—(3~hidroxi-
-propil)-1543,168-metilén-4-androsztén-3-on
nyerstermék 238 ml piridinnel készitett ol-
datét 47,6 ml krom-trioxid 118 ml vizzel és
119 ml piridinnel készitett oldatdval ele-
gyitjuk, és 70 ®C-on 6 éra hosszat keverjik.
A reakcidelegyet utdna 4 liter etil-acetéttal
kevertetjik. Az elegyet dekantdljuk a kivalt
kréomsékrol, és az etil-acetdtos féziast vizzel
mossuk. A szdritas és beparlds utdn a piri-
dintartalmi nyersterméket szilikagélen ace-
ton/hexédn gradienssel (20 liter, 0-40% ace-
ton) kromatografdljuk. igy 11,3 g anyagot
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kapunk, amelybdl diizopropil-éterrel vald
eldorzsdlés utdn 9,72 g 158,168-metilén-3-
-oxo-17«~pregn-4-én-21,17-karbolaktont nye-
rank, amelynek olvaddspontja 179-180 °C.

f) 150 g 158,168-metilén-3-oxo-17x—
-pregn-4-én-21,17-karbolakton 1,5 liter di-
oxdnnal készitett oldatdt 150 ml 'trietil-or-
toformiattal és 150 ml dioxdn/kénsav mole-
kulavegyilettel elegyitiink, és szobahdmér-
sékleten 1 6ra hosszat keverjuk. A reakcid-
elegyet 13,5 ml piridinnel elegyitjuk, 8,1 liter
diklor-metdnnal higitjuk, vizzel mossuk,
magnézium-szulfaton szaritjuk, és vadkkumban
bepéroljuk, Ily médon 160 g kristdlyos 3-et~
oxi-158,16p~metilén-17«-pregna-3,5-dién-
~-21,17-karbolaktont kapunk, amely a kévet-
kezd reakcidban tovabbi tisztitds nélkal fel-
hasznéalhaté.

g) 160 g 3-etoxi~158,165~metilén~1Tcc~
-pregna-3,5-dién-21,17~karbolakton 6 liter
acetonnal keészitett szuszpenzidjit szobahd-
mérsékleten 26,5 ml piridinnel, 375 ml vizzel
és 117,6 g natrium-acetittal elegyitjuok, és
0 °C-ra  hitjuk. Apranként hozzdadunk
87,1 g N-brém-szukcinimidet, és 0 °C-on 30
percig keverjik. Utdna vakuumban 20 °C
fardéhdmérsékleten beparoljuk. A kivalt szi-
lard anyagot 500 ml diklér-metédnnal oldjuk,
8,8 liter dietil-éterrel higitjuk és 2 x 2,2
liter vizzel mossuk. Az oldatot magnézium-
-szulfattal vald széritds utdn védkuumban be-

~ paroljuk. igy 174 g 6-brém-15p,16p-metilén-
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_kapunk olajszeri nyerstermékként, amely to-

vabbi tisztitds nélkil felhasznélhatd.

201 g 6-brém-158,168-metilén-3-oxo-17x-
-pregn-4-én-21,17-karbolkaton 1,975 liter di-
metil-formamiddal készitett oldatdt 100 °C-on
102,3 £ litium-bromiddal és 86,5 g litium-kar-
bonéttal 1,5 6ra hosszat keverjuk. A lehfités
utédn 18 liter jeges vizbe ontjok, a kivalt
csapadékot kiszlrjuk, vizzel tdbbszdr mos-
suk, és a mardékot éjszakdn keresztil szari-
tészekrényben szAritjuk. A kapott 180 g
nyersterméket nyomaséllé oszlopon finom szi-
likagélen diklér-metén: aceton (100 : 0-98,2)
eleggyel eludlva tisztitjuk.

igy 106 g 15p,16p-metilén-3-oxo-17uc~
-pregna-4,6~dién-21,17-karbolaktont kapunk
olajként, amely aceton/diizopropil-éter elegy-
bol térténd atkristdlyositds utdn 179,56 °C-on
olvad.

SZABADALMI IGENYPONT

1, Eljaras 15«-hidroxi-4-androsztén-
-3,17-dion  el6allitdséra 4-androsztén-3,17-
—-dion mikrobioldégiai hidroxilezésével, azzal
jellemezve, hogy a fermentécidhoz a Penicil-
lium stoloniferum (CBS P 102), Penicillium
melinii (CBS P 30) vagy Fusarium oxysporum
f. vasinfectum (ATCC 7808) mikroorganizmus
fajt hasznéljuk.

Rajz nélkil
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