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Sposéb wytwarzania A-3-ketonéw sterydowych

1

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarza-
nia A14-3-ketonéw sterydowych metoda mikrobio-
iogiczng z A 5-3-oli sterydowych lub z A 4-3-ke-
tonéw sterydowych. Uklad A !.4-3-ketonowy jest
charakterystyczny dla wiekszo$ci nowych hormo-
nowych leké6w sterydowych o wzmozonej czynno-
sci, takich jak prednizon, prednizolon, triamcino-
lon, deksametazon, fluocinolon i inne.

Wiadomo, ze A 14-3-ketony sterydowe mozna
otrzymaé z odpowiednich AS5-3-oli sterydowych po-
przez A4-3-ketony sterydowe w wyniku dehydro-
genacji, ktéra zazwyczaj poprowadzi¢ trzeba dwu-
stopniowo.

W pierwszym etapie dehydrogenacji ulega grupa
3B-hydroksylowa AS5-3-olu sterydowego i powsta-
’ je A 4-3-keton sterydowy. Dehydrogenacje te pro-
wadzi sie¢ na drodze chemicznej, na przyklad me-
toda Oppenhauera, albo tez czeSciej przy pomocy
preparatéw enzymatycznych pochodzacych z mi-
kroorganizméw. Stosujgc drozdze wzglednie Pro-
actinomyces erythropolis Mamoli i Vercelone [Ber.
71 B, 1686 (1938)] oraz Turfitt [Biochem. J. 40,
79 (1946)] przeprowadzili t¢ dehydrogenacje w sze-
regu androstanu. Perlman [Science 115, 529 (1952)]
otrzymal progesteron z A 5-pregnen-3f3-ol-20-onu

stosujac szczepy z rodzaju Streptomyces, Aspergil-

lus niger i Phycomyces blakesleeanus, a Ercoli
[Boll. sci. facolta chim. ind. Bologna 279-282 (1940)]
tej samej przemiany dokonal przy uzyciu Flavo-
bacterium dehydrogenans. Mamoli ]Ber. 72, 1863
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(1939)] otrzymat dezoksykortikosteron stosujac Co-
rynebacterium mediolanum, a Protiva (opis paten-
towy CSSR nr 110080) uzyskal substancje S Reich-
steina stosujgc Flavobacterium fulvum oraz Flavo-
bacterium bucalis.

W drugim etapie w wytworzonym A¢4-3-ketonie
sterydowym dehydrogenacji ulega wigzanie 1,2
A 14-3-keton sterydowy. Dehydroge-
nacje te prowadzi sie na drodze chemicznej, sto-
sujac na przyklad dwutlenek selenu lub niektére
chinony, takie jak dwucyjanodwuchlorochinon, albo
tez w spos6b bardziej selektywny i z wiekszg wy-
dajnoScia przy pomocy mikroorganizméw, takich
jak Flavobacterium fulvum, Corynebacterium simp-
lex, Fusarium solani, Pseudomonas sp. 125, Nocar-
dia restrictus, a takie wedlug opisu patentowego
nr 56 331 za pomocg Cephalosporium sp. C-5 oraz
Cephalosporium sp. C-9.

A14-3-ketony sterydowe uzyskiwano réwniez bez-
poSrednio z A 5-3-oli sterydowych przy uzyciu nie-
ktérych mikroorganizméw. Tak wiec Visher i Wett-
stein [Experientia 9, 371 (1953)] do przemiany de-
hydroepiandrosteronu i ‘pregnenolonu w A 4-an-
drostadien-3,17-dion zastosowali Fusarium solani
i Fusarium caucasicum, a Charney, Nobile i inni
[Tetrahedron 18, 591 (1962)] stosujac Corynebac-
terium simplex ATCC 6946 z 5-androsten-3f, 178-
-diolu wuzyskali A L%-androstadien-178-o0l-3-on w
mieszaninie z A l4-androstadien-3,17-dionem i z
A4-androsten-3,17-dionem w stosunku wagowym
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3:1:1, a z 5-pregnen-3f,17a,21-triol-20-onu 3,21-
- -octanu uzyskali mieszanine substancji S Reich-
steina i Al-pochodnej substancji S. Jak wynika
zZ powyiszego reakcja nie przebiega jednokierun-
kowo przy czym, jak podano, wydajno§é procesu
"jest niewielka. _ , , .

Sposéb wedilug wynalazku polega na zastosowa-
niu enzyméw wytwarzanych przez nieznany dotad
i nieopisany w literaturze szczep Cephalosporium
sp. X-1. Zastosowanie tego szczepu umozliwia
otrzymanie A 14-3-ketonéw sterydowych z A 4-3-
-ketonéw sterydowych oraz bezposrednio z AS5-3-
-oli-sterydowych w reakcji jednokierunkowej i przy
dobrej wydajnoSci.

Wedtug wynalazku A?%-3-ol-sterydowy lub A 4-3-
-keton sterydowy pdddaje sie dziataniu hodowli
szczepu Cephalosporium sp. X-1, zawiesinie grzyb-
ni tego mikroorganizm‘p w wodzie z ewentualnym
dodatkiem substancji buforowych, lub otrzymany-
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Na podlozu Czapek-Doxa z sacharoza uzyskuje
si¢ wzrost staby, kolonie sq szarawo-biale, prawie
przezroczyste, grzybnia powietrzna bardzo stabo
rozwinieta. Synnemata wystepujq rzadko i skla-
daja sie z kilku strzepek. Konidiofory przewaz-
nie bez podziatu lub bardzo rzadko podzielone.
Konidia o wymiarach 4—8u na 2—4p tworzg gléw-
ki o Srednicy 6,25u. Dlugosé konidioforéw 12,5p.

Na agarze ziemniaczanym wg Waksmana wzrost
jest znacznie obfitszy i szybszy. Kolonie koliste
o lekko cielistym zabarwieniu. Grzybnia podsta-
wowa obfita i dobrze rozwinieta. Grzybnia po-
wietrzna kr6tka. Synnemata nieliczne, male ale
typowe w ksztalcie korzenia pietruszki. Zarodniki
o wymiarach 3—4p na 2,5~4p na konidioforach
tworzq gléwki o Srednicy 7,5—10p. W starszych
(siedmiodniowych) hodowlach gléwki zlewajq sie
tworzac bardzo obfitg bezksztaltna mase zarod-
nikéw.

mi .z tego mikroorun}zmu preparatami enzyma- 20 Na agarze owsianym kolonie lekko cieliste,
tycnymi w obecnosci tlenu powietrza sposobem grzybnia podstawowa delikatna, powierzchnia sla-
konwencjonalnym, po czym otrzymany A 1.4-3-ke- . bo rozwinieta. Bardzo duzo pionowych konidio-
ton sterydowy wyodrebnia sie i oczyszcza w zna- foré6w zakonczonych gléwkami (zarodnikéw), kté-
ny sposoéb. . re w miare powiekszania si¢ laczg sie po kilka

Szczep Cephalosporium sp. X-1, opracowany w 35 ze soba. Synnemata wystepujq rzadko i sg bar-
Pracowni Mikrobiologicznej Instytutu Farmaceu- dzo cienkie. Konidiofory bywajg réznej dtugosci
tycznego na drodze selekcji z dzikiego szczepu ma- (do 25p) bez podziat6w i delikatnie zwezaja sie
cierzystego wyizolowanego z gleby, mozna inku- w kierunku gléwki. Zdarzajg sie nieliczne koni-
bowaé w temperaturze od 20° do 30°C. Najszybszy diofory rozgalezione. Konidia owalne o wymiarach
wzrost osigga sie w temperaturze 26° do 30°C. 30 3—4p na 2—3p. Srednica gléwek 7—10u.
Szczep charakteryzuje sie wytwarzaniem synne- - Szczep ten na plynnych podtozach hodowlanych
mata, ktére w og6lnym pokroju ksztaltem przy- wytwarza dwie dehydrogenazy: 1,2 dehydrogenaze
pominaja korzen : pietruszki. Od strzepek tworza- i A t-3-hydroksysterydows. Aktywne obydwie de-
cych synnemata i grzybni podstawowej prosto- hydrogenazy uzyskuje si¢ w hodowlach szczepu
padle wyrastajg konidiofory przewaznie nie po- 35 Cephalosporium sp. X-1 na podiozach zawieraja-
dzielone. Konidiofory z podzialem spotyka sie cych #Zrédlo wegla, azotu i sole mineralne. 2réd-
rzadko. Obserwowano réwniez konidiofory rozga- lem ‘wegla moga byé weglowodany, na przyktad
lezione. Na delikatnie zwezajacych sie ku szczy- glukoza, sacharoza, maltoza, laktoza i podobne.
towi - konidioforach wystgpuja zarodniki zlepione Jako Zrédlo azotu mozna stosowaé na przyklad
mulista substancja tworzac charakterystyczne 4 pepton, ekstrakt miesny, namok kukurydziany,
gtéwki. W starszych hodowlach giéwki zarodni- make sojows, hydrolizat kazeiny, ekstrakt droz-
k6w zlewaja sie w bezksztaltng mase. diowy i nieorganiczne zwiazki azotu. Skladniki

Hialinowe zarodniki wytwarzane s3 egzogennie mineralne moga byé w postaci soli szczeg6lnie
i majg ksztalt owalny, gladka powierzchni¢. Barw- fosforanéw i siarczan6w sodu, potasu, zelaza i ma-
nik wytwarzany jest w bardzo malych iloSciach 45 gnezu.
i daje stabe cieliste zabarwienie hodowli. Dyfuzji Réznice miedzy szczepem Cephalosporium sp.
barwnika do podloza nie obserwowano. Na pod- X-1 i szczepami Cephalosporium sp. C-5 i Cepha-
lozach powszechnie stosowanych dla grzybéw losporium sp. C-9 najbardziej zblizonymi morfo-
. szczep roénie w postaci kolistych kolonii pokry- logicznie i stosowanymi wedlug opisu patentowe-
tych delikatng grzybnig powietrzna. Intensywno§¢ 50 go nr 56331 do dehydrogenacji w pozycji 1—2
wzrostu i zarodnikowania zalezy od rodzaju pod- zwigzk6éw sterydowych, wynikajg z nastepujgcych
loza.’ zestawien: ‘

Tablica
Nazwa Szezep X-1 Szczep C-9 Szczep C-5
podtoza

Agar Czapek-
Doxa 2z sa-
charozg

Wzrost hodowli staby.
Kolonie o zabarwieniu sza-
rawo-biatym, prawie prze-
zroczyste.

Grzybnia powietrzna bardzo
stabo rozwinieta. :

Wazrost hodowli dobry.
Kolonie biale zabarwiajace
sie na kolor r6Zowo-tososio-
wy.

Grzybnia powietrzna biata-
wa, krétka wzniesiona.

Wazrost hodowii dobry.

.Kolonie kremowe.

Grzybnia powietrzna biaia,
kroétka, squtana, silnie roz-
gateziona.
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Nazwa
podloza

Szczep X-1

Szczep C-9

Szczep C-5

_Agar Czapek-

Konidiofory przewaznie bez

Konidiofory ksztaltu butel-

Konidiofory dtugo$ci 10—60p.

zabarwieniu.
Grzybnia podstawowa obfi-
ta, dobrze rozwinieta.

Grzybnia podstawowa wra-
stajaca w podloze tworzy

petle.
Grzybnia powietrzna krét- | Grzybnia powietrzna w ko-
ka. lorze tososiowym, gesta,

krotka w postaci igielek.

Doxa z sa-| podzialu lub bardzo rzadko | ki, §rednica podstawy 3—5u
charoza podzielone, nie dluzsze niz | i 2,5—3,5u.
12,5.
Konidia o wymiarach 4—6u | Konidia owalne, elipsoidal- | Konidia owalne, elipsoidal-
na 2—4p, owalne. ne lub 16dkowate, wymiary | ne o wymiarach 4—10p na
7—10p na 3—4p. 2,3—4p.  zawierajag drobne
granulki o charakterze li-
poidalnym.
Agar ziem- | Wzrost do$é obfity, szybszy | Wzrost dobry. Wzrost dobry.
niaczany wg | niz na Czapek-Doxie.
Waksmana Kolonie o lekko cielistym | Kolonie rézowo-lososiowe. Kolonie biale.

Grzybnia podstawowa two-
rzy obrzezenie kolonii.

Grzybnia powietrzna biala
w postaci rzadkich, diugich,
wzniesionych igielek.

Agar owsiany

Kolonie o zabarwieniu lek-
ko-cielistym.

Grzybnia podstawowa deli-

Kolonie brudno-ré6zowe.

Grzybnia podstawowa rézo-

katna. wa, nieregularnie rozgale-
ziona.

Grzybnia powietrzna stabo | Grzybnia powietrzna w po-

rozwinieta. staci kilku strzepek na

Konidia owalne o wymia-
rach 3—4p na 2—3p.

$rodku kolonii.

Konidia mogg by¢ elipsoi-
dalne, l6dkowate o wymia-
rach 7—17p na 2,5—4p. Cy-
toplazma drobno granulowa-

Kolonie bezbarwne z wy-
raznie zaznaczonym $rod-
kiem.

Grzybnia podstawowa bez-
barwna.

Grzybnia powietrzna stabo
rozwinieta, wystepuje tylko
na §rodku kolonii.

Konidia moga by¢ elipsoi-
dalne o wymiarach 6—12p
na 2—3pu. Cytoplazma w
réwnych granulkach.

na.

Hodowle szczepu Cephalosporium sp. X-1 pro-
wadzi sie znanymi sposobami, np. na plynnym
podlozu, na trzesawce wahadlowej, przy 110 wy-
chyleniach na minute i dlugoSci posuwu 8,5 cm
w temperaturze od 20° do 30°C, a najlepiej w
28°C w czasie od 16 do 24 godzin. Substrat moz-
na dodawaé¢ w formie Kkrystalicznej, mikronizo-
wany, w postaci roztworéw lub zawiesin w roz-
puszczalniku, ktérym moze by¢é np. etanol, me-
tanol, aceton lub dwumetyloformamid. Steryd
mozna dodawa¢ do pozywki w czasie szczepie-
nia, mozna wprowadzaé do wyro$nietej hodowli
lub do zawieszonej w wodzie lub buforze grzyb-
ni lub zarodnikéw szczepu Cephalosporium sp.
X-1.

Po zakonczeniu transformacji, co mozna stwier-
dzié chromatograficznie, brzeczke przerabia sie
znanymi sposobami, np. ekstrahuje sie rozpuszczal-
nikiem organicznym, na przykiad dwuchlorome-
tanem, chloroformem lub octanem butylu. Ekstrakt
odwadnia sie siarczanem sodowym i odparowuje
pod préznig. Wydzielanie produktu (A!-pochod-
nych substratéw sterydowych) i ich oczyszcza-
nie mozna prowadzi¢ w zwykly spos6b na przy-
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klad stosujac chromatografie kolumnowsg, krysta-
lizacje i tym podobne.

Jako preparat enzymatyczny mozna stosowaé
preparat otrzymany w znany spos6b, np. przez
namnozenie hodowli Cephalosporium sp. X-1 na
odpowiednim podtozu wzrostowym, oddzieleniu od
niej materialu zawierajacego Al4-dehydrogenaze
3-ketosterydows, odmyciu woda pozostalo§ci po-
zywki, a nastepnie usunieciu wody z produktu
droga liofilizacji. Preparat ten mozna uzyé bezpo-
$rednio, albo tez po dodaniu Srodkéw konserwu-
jacych przechowaé¢ w niskiej temperaturze, po
czym preparat moze byé zastosowany w odpo-
wiednim czasie.

Wydajno$é otrzymywania Al4-3-ketonéw sterydo-
wych przy uzyciu Cephalosporium sp. X-1 wed-
lug wynalazku wynosi 75—95% przy zastosowa-
niu jako substratu AS5-38-oli sterydowych oraz
90—95% przy stosowaniu jako substratu A+-3-ke-
tonéw sterydowych.

Przyklad I. Zawiesine zarodnik6w uzyskanag
ze zmycia siedmiodniowej hodowli szczepu Cep-
halosporium sp. X-1 z agaru skoénego wedilug’
Waksmana posiano 50 ml podloza o skladzie: eks-
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1
trakt drozdzowy 0,5%, pepton 0,5% i brzeczka
browarnicza o gesto$ci 8,7°Blg — 50% V/v. Hodo-~
wle inkubowano przez 23 godziny w temperaturze
28°C na trzesawce wahadlowej (110 uderzen na
minute, dlugo§é wychylenia 8,5 cm). Hodowlg tg
posiewano 2 kolby dwulitrowe wypelnione po
500 ml pozywka o skladzie 0,25% ekstraktu droz-
dzowego, 0,4% peptonu, 0,4% fosforanu jednopo-
tasowego i 25% V/v brzeczki browarniczej o ge-
stosci 8,7 Blg. Kolby inkubowano na ‘trzesawce
w tych samych warunkach co pierwsze stadium.
Po 20 godz. gdy wzrost by! obfity, dodano do
kazdej kolby 250 mg pregnen-5-triol-3f,17a-onu-20,
rozpuszczonego w 2,5 ml metanolu. Mieszanine
powtérnie umieszczono na trzesawce. Po 20 go-
dzinach wedlug oceny chromatografii bibulowej
przemiana byla ukoficzona.

Zawarto$¢ kolb ekstrahowano czterokrotnie po
50 ml chloroformu, ekstrakty polaczono, odwod-
niono siarczanem sodowym, przesaczono przez
bibule filtracyjng i przesgcz odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalo§¢ po odparo-
waniu ekstraktéw rozpuszczono w 5 ml miesza-
niny benzenu z acetonem w stosunku 95:5 i wpro-
wadzono kolumne z 25 g zelu krzemionkowego
zdezaktywowanego dodatkiem 20% wody. Prowa-
dzono elucje gradientowsg mieszaning benzenu ze
wzrastajgcy iloscig etanolu od 0 do 2,5%. Odbie-
rano frakcje odcieku po 20 ml i kontrolowano je
za pomocag chromatografii cienkowarstwowej na
zelu krzemionkowym (rozwijanie mieszaning chlo-
roform-metanol 95 : 5).

Frakcje zawierajace wilasciwy produkt polgczo-
no, odparowano do sucha pod zmniejszonym ci$nie-
niem, a pozostalo§¢é przekrystalizowano z acetonu
uzyskujgc 400 mg Kkrystalicznego produktu o na-
stepujgcych wtlasno$ciach: temperatura topnienia
238—241°C E=15000 przy A max=243 my;
[a]"ilg°=+'72° (chloroform C=1,0). Produkt na chro-
matogramie dawal pozytywne reakcje na uklad
A14-3-ketonowy (reakcja z hydrazydem kwasu izo-
nikotynowego wg Smitha i Foela, charakterystycz-
na barwa i fluorescencja w $wietle ultrafioleto-
wym A =366mp po wywolaniu kwasami). Powyz-
sze wlasno$ci pozwolily zidentyfikowaé go jako
pregnadien-1,4-diol-17a,21-dion-3,20.

Przyktad II. Do hodowli szczepu Cephalo-
sporium sp. X-1 uzyskanej w spos6b analogiczny
do sposobu opisanego w przykladzie I dodano do
kazdej kolby 250 mg pregnen-4-diol-17q¢,21-dionu-
-3,20. Wedlug oznaczen chromatografii bibulowe]
proces byl ukonczony po 14 godzinach. Zawartosé
kolb ekstrahowano 4-krotnie po 50 ml chlorofor-
mu, ekstrakty poigczono, odwodniono siarczanem
sodowym i odparowano do sucha pod zmniejszo-
nym ci$nieniem. Sucha pozostalo§é rozpuszczono—
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej i kry-
stalizowano jak w przykladzie I. Posiadal on po-
dobne wtasno$ci do otrzymanego w przykladzie I
i zidentyfikowano go jako pregnadien-1,4-diol-
17a,,21-dion-3,20.

Przyktad III. Przygotowano hodowle Cepha-

. losporium sp. X-1 sposobem opisanym w przykla-

dzie I. Do kazdej kolby dodano 250 mg 21-aeto-
ksypregnen-4-ol-170-dionu-3,20 w 2,5 ml metano-
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lu. Kolby inkubowano jak w przykladzie. I. Po
20 godzinach zawarto$é kolb wyekstrahowano chlo-
roformem 4 razy po 50 ml. Ekstrakty polaczono,
przesaczono, wysuszono nad bezwodnym siarcza-
nem sodowym i odparowano do sucha. Produkt
oczyszczono na kolumnie chromatograficznej i kry-
stalizowano jak w przykladzie I. Otrzymany pro-
dukt ma wlasnoSci podobne do otrzymanego w
przykladzie I i zidentyfikowanego jak pregnadien-
:-1,4-diol-17a,21-di0n-3,20.

Przykltad IV. Do hodowli szczepu Cephalo-
sporium sp. X-1 przygotowanej w spos6b analo-
giczny do sposobu opisanego w przykladzie I do-
dano do kazdej kolby 50 mg 17a-metylotestoste-
ronu rozpuszczonego w 1 ml metanolu. Po 20 go-
dzinach inkubacji (jak w przykladzie I) zawarto§é
kolb ekstrahowano chloroformem 4 razy po 20 ml.
Ekstrakt chloroformowy przesgczono, wysuszono
bezwodnym siarczanem sodowym i odparowano do
sucha pod zmniejszonym ci§nieniem. Pozostalosé
rozpuszczono w benzenie i wprowadzono na ko-
lumne z tlenku glinowego dezaktywowanego do-
datkiem 8 ml wody na 100 g adsorbentu o aktyw-
noSci I.

Prowadzono elucje gradientowg benzenem ze
wzrastajgcg iloSciag etanolu od 0 do 1,8%. Odbie-
rano frakcje po 20 ml i kontrolowano za pomocg
chromatografii cienkowarstwowej [silikazel/chlo-
roform, aceton 4:1]. Frakcje zawierajace produkt
odparowano do sucha, a pozostalos¢ przekrystali-
zowano z mieszaniny benzenu z heptanem. Sub-
stancja krystaliczna wykazywala temperature top-
nienia 160—162°, E=15.100 przy A max=243 my;
[u]%’°=+2 (chloroform, C=1,0). Chromatografia cien-
kowarstwowa [silikazel/chloroform: aceton 4:1]
oraz bibulowa [formamid/heptan: benzen 1:1] wy-
kazala, ze produkt jest identyczny z 17a-metylo-
androstadien-1,4-0l-178-onem-3. W surowym eks-
trakcie stwierdzono chromatograficznie réwniez
obecno$¢ niewielkich iloci produktu ubocznego
o niezidentyfikowanej budowie.

Przykiad V. Przygotowano hodowle podpo-
wierzchniows szczepu Cephalosporium sp. X-1 w
sposéb opisany w przykladzie I. Do kazdej kolby
dodano po 50 mg androsten-4-dionu-3,20 rozpusz-
czonego W 1 ml metanolu. Po 20 godz. inkubacji
zawarto$§¢ kolb ekstrahowano jak w przykladzie IV.
Ekstrakty polaczono, przesaczono, wysuszono nad
bezwodnym siarczanem sodowym i odparowano do
sucha pod zmniejszonym ci$nieniem. Dalej poste-
powano S$ciSle jak w przykladzie IV. Uzyskana,
krystaliczna substancja posiadala nastepujace wias-
nosci fizyczne: temperatura topnienia 139—140°;
E=15.500 przy A max=243 mp [u]%’°=120° (chloro-
form, C=1,0). Chromatografia wykazala ponadto
identyczno$¢ produktu =z substancja wzorcows:
androstadien-1,4-dionem-3,20. W surowym ekstrak-
cie plamie androstadien-1,4-dionu-3,20 towarzyszyly
sladowe plamy niezidentyfikowanych produktéw
ubocznych.

Przyktad VI. Do hodowli podpowierzchnio-
wej szczepu Cephalosporium sp. X-1 przygotowa-
nej w sposéb opisany w przykladzie I dodano po
250 mg pregnen-4-diol-17e,21-trionu-3,11,20 rozpu-
szczonego w 2,5 ml metanolu. Po 20 godz. wedlug
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wynik6w chromatografii cienkowarstwowej trans-
formacja byla zakonczona. Zawarto§¢ kolb ekstra-
howano chloroformem 4 razy po 50 ml. Polaczone
ekstrakty chloroformowe wysuszono nad siarcza-
nem sodowym, przesgczono i odparowano do sucha.
Sucha pozostalo$¢ rozpuszczono w mieszaninie ben-
zenu z acetonem (9:1) i wprowadzono na kolum-
ne z zelem krzemionkowym dezaktywowanym 25%o
wody. Elucje gradientowg prowadzono benzenem
ze wzrastajaca iloscig etanolu od 0 do 3,5% zbie-
rajgc frakcje po 20 ml. Sklad frakcji kontrolo-
wano za pomocg chromatografii cienkowarstwowej
[silikazel/chloroform : metanol 95 : 5].

Frakcje zawierajace produkt polgczono i odpa-
rowano do sucha, a pozostalo§é przekrystalizowa-
no z acetonu otrzymujgc 420 mg krystalicznego
produktu, ktéry posiadal nastepujgce wlasciwosci:
temperatura topnienia 228—230°, E=15.500 przy
Amax =238 my; [a] g°=+165° (dioksan, C=1,0). Pro-
dukt w badaniach chromatograficznych okazal sie
identyczny z substancjg wzorcowa pregnadien-1,4-
-diol-17a,21-trionem-3,11,20 (prednizonem).

Przyktad VII. Przygotowano hodowle szcze-
pu Cephalosporium sp. X-1 w sposéb analogiczny
do opisanego w przykladzie I. Do kazdej kolby
dodano po 250 mg 21-acetoksypregnen-4-ol-17q-
-trionu-3,11,20 rozpuszczonego w 2,5 ml metanolu.
Kolby inkubowano na trzesawce przez 20 godz.,
a nastepnie ekstrahowano ich zawarto§é chlorofor-
mem czterokrotnie po 50 ml. Ekstrakty polgczono,
wysuszono nad siarczanem sodowym bezwodnym,
przesgczono i odparowano do sucha. W suchym
ekstrakcie stwierdzono przy pomocy chromatogra-
fii cienkowarstwowej [silikazel/chloroform : meta-
nol 95:5] obecno$é octanu prednizonu, prednizonu
i §ladowa plame substratu.

Przyktad VIII. Przygotowano hodowle szcze-
pu Cephalosporium sp. X-1 sposobem opisanym
w przykiadzie I. Do kazdej kolby dodano 100 mg
progesteronu rozpuszczonego w 1 ml metanolu.
Mieszanine reakcyjng inkubowano jak w przykia-
dzie I. Po 20 godzinach zawarto$¢ kolb wyekstra-

“howano chloroformem 4 razy po 30 ml. Ekstrakty

polaczono, osuszono, przesgczono i odparowano do
.sucha. Zawarto§¢ suchego ekstraktu oznaczono przy
pomocy chromatografii cienkowarstwowej. Chro-
matogram wykazal obecnoéé pieciu plam odpowia-
dajacych produktom ubocznym oraz plame pro-
duktu gléwnego, ktérag z uwagi na istnienie ukiladu
A14-3-keto (reakcja z hydrazydem kwasu izoni-
kotynowego wedlug Smitha i Foela, reakcje barw-
ne i rodzaj fluorescencji po wywolaniu kwasem
siarkowym i kwasem fosforowym (oraz warto§é Rf)
nieco nizsza niz substratu okre$lono jako A !-po-
chodng progesteronu.

Przyktad IX. Przygotowano hodowle pod-
powierzchniowsg szczepu Cephalosporium sp. X-1
w sposéb opisany w przykladzie I. Grzybnie od-
dzielond od brzeczki przez odwirowanie hodowli
przy 3000 obr./min. w ciaggu 20 minut. Plyn znad
grzybni zlano. Grzybnie z kazdej kolby zawieszono
w 100 ml 0,03 molarnego buforu fosforanowego
o warto$ci pH=17,0 i do zawiesiny dodano 250 mg
pregnen-4-diol-17a,21-trionu-3,11,20 rozpuszczonego
w 2,5 ml metanolu. Zawarto§¢ kolb inkubowano
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na trzesawce w temperaturze 28°C przez 18 go-
dzin, a nastepnie ekstrahowano, osuszono, przesg-
czono i odparowano jak w przykladzie I. Zawar-
to§¢ suchego ekstraktu badano za pomocg chro-
matografii cienkowarstwowej. Chromatogram wy-
kazal tylko plame pregnadien-1,4-diol-17a,21-trio-
nu-3,11,20.

-Przyklad X. Przygotowano hodowle szczepu
Cephalosporium sp. X-1 w spos6b analogiczny do
opisanego w przykladzie I. Grzybnie oddzielono od
brzeczki przez odwirowanie hodowli przy 3000
obr/min. przez 20 minut. Pltyn znad grzybni zla-
no. Grzybnie z kazdej kolby zawieszono w 500 ml
wody i do zawiesiny dodano 250 mg pregnen-5-
-triol-38,17a,21-onu-20 rozpuszczonego w 2,5 ml me-
tanolu. Mieszanine powtérnie umieszczono na trze-
sawce. Po 20 godzinach zawarto§é kolb ekstraho-
wano czterokrotnie 50 ml chloroformu, ekstrakty
polgczono-odwodniono siarczanem sodowym bez-
wodnym i przesgczono. Przesgcze odparowano pod
zmniejszonym ci$nieniem. Zawarto§é ekstraktéow
oznaczono przy pomocy chromatografii cienkowar-
stwowej [silikazel/chloroform : metanol 95:5] i na
podstawie reakcji barwnych z hydrazydem kwasu
izonikotynowego wedlug Smitha i Foela, reakcji
barwnych i fluorescencji po wywolaniu kwasem
siarkowym i kwasem fosforowym, stwierdzono
istnienie ukladu A1¢-3-ketonowego. Z wartosci Rf
nieco nizszej niz dla substancji S Reichsteina oraz
zgodno$ci Rf z produktem wiasnym (otrzymanym
wedlug przykladu I) stwierdzono, ze produkt jest
pregnadien-1,4-diol-17a,21-dionem-3,20.

Przyklad XI. Zawiesing zarodnikéw szczepu
Cephalosporium sp. X-1 uzyskana ze zmycia 10-
-dniowej hodowli agarowej posiano 10 flaszek Roux
z podlozem Waksmana. Hodowle inkubowano w
28°C przez 10 dni, a nastepnie zarodniki zmywa-
no 50 ml jalowej wody. Zawiesine zarodnikéw
umieszczono w jednolitrowych kolbach ptaskoden-
nych, do kazdej kolby dodano 50 mg pregnen-4-
-diol-17a,21-trionu-3,11,20 rozpuszczonego w 1,5 ml
metanolu. Mieszaning inkubowano 18 godzin, po
czym ekstrahowano czterokrotnie po 30 ml chloro-
formu. Ekstrakty polaczono, osuszono bezwodnym
siarczanem sodowym, przesaczono i odparowano
do sucha pod zmniejszonym ci$nieniem. Suche
ekstrakty analizowano stosujgc chromatografie

cienkowarstwowsg [silikazel/chloroform : metanol
95:5] i bibulowg [formamid/benzen : chloroform
1:1]. Chromatogram wykazat plame produktu

gléwnego identyczng z wzorcem pregnadien-1,4-
-diol-17a,21-trionem-3,11,20 (warto§¢ Rf, reakcja z
hydrazydem kwasu izonikotynowego wg Smitha
i Foela, oraz rodzaj fluorescencji po wywotlaniu
kwasem siarkowym i kwasem fosforowym) oraz

$§ladowa plame substratu.

Przyklad XII. Przygotowano hodowle szcze-
pu Cephalosporium sp. X-1 w sposéb analogiczny
jak podano w przykladzie I. Grzybnie oddzielono
od brzeczki przez odwirowanie hodowli przy 3000
obr/min przez'20 minut. Plyn usunieto, a biomase
po dokladnym przemyciu woda poddano wirowa-
niu w tych samych warunkach. Otrzymany pre-
parat enzymatyczny zliofilizowano, przechowywa-
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no w temperaturze +4°C. Po okolo 7 dniach za-
wieszono w 100 ml wody o temperaturze 24—32°C.
Do zawiesiny dodano 250 mg pregnen-4-diol-
17a,21-trionu-3,11,20 rozpuszczonego w 2 ml metano-
lu. Zawarto$s¢é kolb inkubowano na trzesawce w
temperaturze 28°C przez 12 godzin, po czym ekstra-
howano, osuszono, przesgczono i odparowano jak
w przykladzie I. Zawarto$¢ suchego ekstraktu ba-
dano za pomocg chromatografii cienkowarstwowej.
Chromatogram wykazal tylko plame pregnadien-
1,4-diol-170,21-trionu-3,11,20.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb wytwarzania A!4-3-ketonéw sterydo-
wych metodg mikrobiologiczng, znamienny tym, ze
A 5-3-0l sterydowy lub A4-3-keton sterydowy pod-
daje sie dzialaniu hodowli szczepu Cephalosporium
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sp. X-1, zawiesinie grzybni tego mikroorganizmu
w wodzie z ewentualnym dodatkiem substancji bu-
forowych, lub otrzymanymi z tego mikroorganizmu
preparatami enzymatycznymi w obecnosci tlenu
powietrza sposobem konwencjonalnym, po czym
otrzymany produkt wyodrebnia sie i oczyszcza w
znany sposéb.

2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako preparat enzymatyczny stosuje sie preparat
otrzymany przez namnozenie hodowli Cephalo-
sporium sp. X-1 na odpowiednim podlozu wzro-
stowym, oddzieleniu od niej materialu zawierajg-
cego - Al4-dehydrogenaze 3-ketosterydowa, odmy-
ciu woda pozostatoSci pozywki, a nastepnie usu-
nieciu wody z produktu drogg liofilizacji, przy czym
preparat ten stosuje sie bezposSrednio, albo po do-
daniu Srodk6w konserwujgcych i przechowaniu w
niskiej temperaturze.

Cena zt 10,—

RZG — 230/73 105 egz. A4
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