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Sposéb réwnoczesnego otrzymywania androsteronu
i epiandrosteronu

. 1

Przedmiotem wynalazku jest sposéb réwnocze-
snego otrzymywania androsteronu i epiandrostero-
nu na drodze mikrobiologicznej. Oba powyZsze
hormony stosuje sie¢ w lecznictwie ze wzgledu na
ich dzialanie regulujgce rozwéj meskich cech
plciowych.

Znane s3 zaréwno chemiczne i mikrobiologiczne
sposoby otrzymywania tych zwigzkéw.

Androsteron otrzymuje sie na drodze chemicz-
nej dwoma sposobami. W sposobie pierwszym,
materiatem wyjsciowym jest androstenolon, w kt6-
rym redukuje sie podwéjne wigzanie, a nastepnie
przeprowadza sie epimeryzacje grupy alkoholowej
na C-3.

Druga znang metodg chemiczng jest redukcja
ketonu na C-3 w b5a-androstan-3,17-dionie pro-
wadzaca do mieszaniny androsteronu i epiandro-
steronu, ktéra rozdziela sie przy pomocy digito-
niny.

W metodach opierajacych sie na transformacjach
mikrobiologicznych steroidéw, ktére prowadza do
otrzymania androsteronu stosuje sie jako czynnik
przeksztalcajacy, wydzielony ferment z Pseudo-
monas testosteroni lub Nocardia restrictus. Surow-
cem w tych fermentacjach jest 5a¢-androstan-3,17-
-dion, 5a-androstan-3a, 17f-diol lub octan 5a-an-
drostan-3 -o0l-17-onu. Epiandrosteron otrzymuje
sie mikrobiologicznie z. 5a-androstan-3,17-dionu
przy pomocy Streptomyces griseus.

Sposéb otrzymywania androsteronu i -epiandro-

59682

10

20

25

30

2

steronu na drodze chemicznej jest skomplikowany,
a rozdzielenie mieszaniny produkt6éw wymaga sto-
sowania digitoniny. Przy opisanym natomiast spo-
sobie mikrobiologicznym napotyka sie ma tru-
dno$ci w izolowaniu czystego: preparatu enzyma-
tycznego zdolnego - do selektywnej transformacji
substratow.

Celem wynalazku jest znalezienie prostej meto-
dy otrzymywania androsteronu i epiandrosteronu
oraz ich rozdzielania. Cel ten zostal osiggniety na
drodze mikrobiologicznej transformacji androsten-
dionu lub testosteronu za pomocg szczepu z ga-
tunku Rhodotorula mucilaginosa. Szczep tén izo-
lowano z torfu sfangowego z torfowiska Zieleniec
w okolicach Klodzka. Identyfikacje szczepu prze-
prowadzono ma podstawie wilasciwo$ci morfolo-
gicznych i fizjologicznych wedlug metod podanych
w meonografii: J. LODDER, N. J. W. KREGER
van RIJ ,The Yeasts” North-Holland Pulbllshmg

‘Company Amsterdam, 1967.

Cechy makroskopowe szczepu: kolonia na agarze
maltozowym Sluzowata o powierzchni gladkiej,
1énigcej, koloru rézowo-czerwonego.

Cechy mikroskopowe: komoérki po trzech dniach
na agarze maltozowym okragle lub owalne, uto-

zone pojedynczo lub parami wielkosci 5—6/3—
4,5 u. :
Asymilacja cukréw wedlug podanej metody

LODDERA i KREGERA: glukoza ++, galakto-



59682

3
za +, sacharoza + -+, maltoza +, laktoza —, asy-
milacja azotanéw (KNOg): brak.

Gléwnymi produktami przeksztalcenia andro-
stendionu lub testosteronu sg mieszaniny zawie-
rajace do 75% androsteronu i epiandrosteronu
w prawie réwnych ilo$ciach wagowych obu sktad-
nik6w bez wzgledu na to, z ktérego substratu (an-
drostendionu czy testosteronu) zostaly otrzymane.
Izolowania mieszaniny produktéw dokonuje sie
chloroformem, a rpozdzielenie ich przebiega na
drodze chromatografii kolumnowej.

Spos6éb wedlug wynalazku polega na wprowa-
dzeniu do 3—5-dniowej wodnej kultury wyzej wy-
m1efmonego szczepu nalezacego do gatunku Rho-
dotorula mucilaginosa androstendionu, jak i testo-

mm?‘ng;‘ TACH TU00-I28 me/litr kultury. Czyn-
nikiem !:r&\n ofmujacym  apdrostendion, jak i tes-
tosferon! jest uklad enzymptyczny zawarty w Zy-
wych @Wkach gatunlm' Rhodotorula muecilagi-
nosa. i

Wodna Kulture tego gajtunlku okreS§la sie kulturg
rosnacag na pozywce sporzadzonej przez rozpusz-
czenie w 1 1 wody wodociggowej 20 g wyciagu
stodowego, ktéry zawiera 72% wagowych malto-
zy, 2% wagowych dekstryn, 4% wagowych sub-
stancji bialkowych, 1% wagowych soli mineral-
nych i 18% wagowych wody. Fermentacje prowa-
dzi sie w ciggu 10—20 dni, korzystnie w ciagu
14 dni od momentu dodania substratu, w tempe-
raturze 22—28°C, korzystnie 27°C przy wartoSci
pH = 4,5—6,0 korzystnie 5.

Zarbébwno przygotowanie kultury mikroorganizmu
jak i nastepujaca po nim fermentacja dodamego
substratu przebiega przy wstrzgsaniu reagujacych
mieszanin, ktére po ekstrakcji chloroformem roz-
dziela sie chromatograficznie.

Czterodniowa hodowla wstepna szczepu jest
najkorzystniejsza, bowiem wtedy osigga sie naj-
intensywniejszy rozwéj mikroorganizmu. Prze-
dhuzens okresu wstepnego ponad cztery dni po-
woduje starzenie sie kultury, co wplywa na
zmniejszenie wydajno§ci obu produktéw. Kolejna
fermentacja dwutygodniowa ‘androstendionu lub
testosteronu prowadzi do osiagniecia najwyzszej
wydajno$§ci (do 75% mieszaniny obu produktéw).
Skracanie okresu fermentacji powoduje obnize-
nie wydajno$ci produktéw, diuzsza natomiast
hodowla prowadzi do powstania dalszych pro-
duktébw przemiany obok androsteronu i epian-
drosteronu.

Optymalne iloSci dodawanego substratu (andro-
strandionu lub testosteronu) do 1,2 1 pozywki z ro-
snacg w niej kulturg opisanego wyzej szczepu
Rhodotorula mucilaginosa wynoszg 100—120 mg.
Dodatek wiekszej iloSci substratu do tej samej
objeto§ci kultury wodnej Rhodotorula mucilagi-

nosa powoduje pozostanie materialu wyjSciowego-

po reakcji mikrobiologiczmej.

Temperatura 27°C i warto§¢ pH = 5 przy wstrzg-
saniu stanowig najkorzystniejsze warunki dla
opisywanego prooasu. Podwyzszenie temperatury
powyzZej 28°C lub obniZenie ponizej 22°C hamuje
rozw6j mikroorganizmu. Tak samo hamujaco na
jego rozwéj wplywa zmiana wartoSci pH ponizej
4,5 i powyzej 6,0.
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Wisirzasanie reagujgcego roztworu przyspiesza
reakcje przemiany zaré6wno testosteronu, jak i an-
drostendionu. Oba te substraty sg nierozpuszczalne
w wodzie, a wstrzgsanie hodowli utrzymule je
catly czas w zawiesinie, co ulatwia kontakt obu
reggujacych zwigzkéw z ukladem enzymatycznym
komérek Rhodotorula mucilaginosa. Opisane wa-
runki transformacji obu substratéw stanowia naj-
korzystniejsze parametry znalezione w omawia-
nej metodzi2 otrzymywania androsteronu i epian-
drosteronu.

W poréwnaniu z przedstawionymi na wstepie
metodami chemicanymi i mikrobiologicznymi spo-
s6b wedlug wynalazku daje szereg korzySci —
hodowle opisanego szczepu Rhodotorula mucilagi-
nosa przeprowadza sie prostym sposobem na po-
zywce maltozowej, przy czym fermentacja doda-
nych substratéw przebiega przy pomocy calej kul-
tury bez izolowania preparatu enzymatycznego.
W czasie tego procesu przeksztalcenia androsten-
dionu do androsteronu i epiandrosteronu zachodza
réwnoczeénie redukcja podwOjnego wigzania 4,5
do ukladu pier§cieni A/B trans oraz redukcja gru-
py ketonowej na C-3 do obu alkoholi a i §. W te-
stosteronie ma miejsce ta sama wielostopniowa
transformacja oraz utlenienie alkoholu na C-17
do ketonu. .

W znanych pracach mikrobiologicznych po-
shugiwano sie preparatami enzymatycznymi, kté-
rych izolowanie jest pracochtonne i trudne. Jako
substraty stosowane s3 natomiast 5a-androstan-
-3, 17-dion, 5a-androstan-3¢, 17f-diol lub octan
5a-androstan-30-o0l-17-onu, ktére ulegaja jedno-
stopniowemu przeksztatceniu (redukcja ketonu mna
C-3, utlenienie alkcholu na C-17 lub hydroliza
octanu na C-3). We wszystkich przypadkach sub-
straty posiadajg juz konfiguracje A/B trans.

Dotychczas znane metody mikrobiologiczne ze
wizgledu na skomplikowane materiaty wyjSciowe
i poslugiwanie si¢ trudno dostepnymi preparatami
enzymatycznymi sg nieprzydatne do  zastosowa-
nia w produkcji na skale przemystows.

W metodach chemicznych natomiast stosowano
réwniez substraty, ktére badZ to posiadaly juz
uklad pierScieni A/B trans, badZ to wymagatly
kilkustopniowych proceséw prowadzacych do opi-
sywanych produktéw. Rozdzial produktéw wyma-
gal zastosowania digitoniny i rozktadu digitonidu.

Metoda mikrobiologiczna wediug wynalazku
transformacji androstendionu lub testosteronu
prowadzaca do mieszaniny androsteronu i epian-
drosteronu jest wiec od przedstawionych spo-
sob6w korzystniejsza ze wzgledu na przeprowa-
dzenie kilkustopniowego przeksztalcenia w jednej
reakcji, a w rozdziale chromatograficsnym unika
sie stosowania digitoniny. Osiagnieto wydajnosci
do 75% mieszaniny (w stosunku do iloéci doda-
rrego do kultury wodnej substratu) o prawie réw-
nej iloSci androsteronu i epiandrosteronu.

Wynalazek wyjaéniaja blizej nastepujace przy-
ktady:

Przyktad I. W czterech kolbach o pojem-
noéci 2 1, zawierajgcych po 1,2 1 sterylnej pozywki
maltozow®j otrzymanej przez rozpuszczenie 20 g
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ekstraktu stodowego o skladzie podanym wyzej
w jednym 1 wody wodociagowej, -zaszczepia sie
wyzej opisany szczep Rhodotorula mucilaginosa.
Po czterech dniach wazrostu szczepu przy wstrza-
saniu w temperaturze 27°C i przy warto$ci pH =
5 dodaje sie do kazdej kolby po 110 mg andro-
stendionu rozpuszczonego w 1,5 ml acetonu. Fer-
mentacje prowadzi si¢ przy wstrzgsaniu w ciggu
14 dni.

Roztwér metabolityczny zawierajacy zawiesine
zarodnikéw po dodaniu 200 ml metanolu do kaz-
dej kolby wstrzasa sie dodatkowo w ciggu 1 go-
dziny. Nastepnie polgczong zawarto§é czterech
kolb ekstrahuj2 sie trzykrotnie. chloroformem
w porcjach po 1,2 1. Ekstrakty chloroformowe 13-
czy sie, suszy nad bezwodnym NaySO4 Po odde-
stylowaniu rozpuszczalnika organicznego otrzy-
muje sie 450 mg pOtkrystalicznych produktéw
przemiany androstendionu — izoluje sie wieksza
ilo§¢ produktow niz dodaje, ze wzgledu na za-
nieczyszczenia metabolitami wlasnymi Rhodoto-
rula mucilaginosa.

450 mg produktéw przemiany chromatografuje
sie¢ pod 150 mm Hg nadci$nienia na 60 g zelu
krzemionkowego o S$redniej $rednicy ponizej
0,08 mm mieszaning benzenu i metanolu o sto-
sunku objetoSciowym 100:2,5. W wyniku otrzy-
muje sie 45 mg 5a-androstan-3,17-dionu, 7 mg
androstendionu, 25 mg testosteronu oraz 325 mg
mieszaniny androsteronu i epiandrosteronu. Z ko-
lei w trzykrotnej chromatografii 325 mg miesza-
niny na 40 g krzemianu magnezu I aktywno$ci
eluentem benzen-metanol o stosunku objetoscio-
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wym 100:5 uzyskuje sie 170 mg androsteronu
i 155 mg epiandrosteronu.

Przyktad II. Spos6b postegpowania taki sam,
jak w przyktadzie I, z tym, ze do kazdej kolby
dodaje sie po 110 mg testos¥eronu. Pozostale czyn-
nosci przeprowadza sie w analogiczny sposéb.
Izoluje sie po fermentacji 450 mg mieszaniny
produktéw zawierajacych zanieczyszczenia, pocho-
dzace z metabolitbw wlasnych Rhodoteorula muci-
laginosa. W wyniku chromatografii z 450 mg
produktéw przemiany otrzymuje sie 38 mg 5a-
-androstan-3,17-dionu, 10 mg androstendionu, 65
mg testosteronu i 295 mg mieszaniny androste-
ronu i epiandrosteronu. Trzykrotna chromato-
grafia 295 mg misszaniny na 35 g krzemianu ma- "’
gnezu daje 150 mg androsteronu i 135 mg epian-
drosteronu.

Zastrzezenie patentowe

Spos6b réwnoczesnego otrzymywania androste-
ronu i epiandrosteronu na drodze mikrobiologicz-
nej znamienny tym, ze do 3—5-dniowej kultury
wodnej szczepu nalezgcego do gatunku Rhodoto-
rula mucilaginosa dodaje sie androstendion lub
testosteron w ilo§ciach 100—120 mg/litr kultury
wodnej, po czym prowadzi sie fermentacje wstrzg-
sana w ciaggu 10—20 dni w temperaturze 22—28°C
przy wartoSci pH = 4,5—6,0, a nastepnie ekstrahu-
je sie chloroformem mieszanine, zawierajaca jako
gl6wne produkty androsteron i epiandrosteron,
ktére z kolei rozdziela sie na drodze chromato-
graficznej.
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