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Vyndlez se tyk4 zpisobu zintenzivndni mikrobiologické piem&ny steroidnich sloulenin
pouzitim piigady um bdzi cyklodexirinu,

PFi vyrobd sterciinfch sloudenin &asto dochdzi k tomu, Ze se jeden stupen vicestuphové
syntézy tdchto ldtek provddf pfi vyuZiti specifické funkce n&kteréhe mikroorganismu.
Bunky mikroorganismu, enzymy, extrahované z téchto bundk, pop¥ipad® fixované bunky nebo
fixované enzymy z t&chto bundk se pouZivaji pifi blologickych zplsobech pPem&ny, které
probihaj{ ve vodném prostied{. PrestoZe tyto enzymatické reakce ve svrchu uvedeném prostfe-
d1 probihaji velmi standardn&, mej{ soudasn& ve srovnédni s reakcemi, probihajicimi
v organickych rozpoudtédlech tu podstatnou nevghodu, Ze steroidni sloueniny Jsou nesnadno
rozpustné ve vod&. Rozpustnost celé rady steroidnich sloudenin ve vod& je velmi mald,
co% v rad¥ p¥ipadd znamend, Ze jejich vy¥slednd koncenirace je niZ3{ neZ koncentrace, pFfi
které biologické zplsoby pifem¥ny jsou Je3t& proveditelné z ekonomického hlediska.

V pfipadd znémych zpisobd se v prib&hu reakce obvykle nachdz{ urfitéd mnoZsivi
substrédtu nebo urdité mnoZstvi vysledného steroidnftho produktu v prib&hu reakce v pevné
form¥. Rozpouit¥ni substriatu z uvedené pevné féze miZe urdovet vyslednou resk&nf rychlost
v piipad® heterogenni velikosti &dstic je rychlost rozpousté&ni pri zvySovéni priméru
¥4stic nerozpudt&ného podflu stdle ni%3f. MiZe dokonce dojit k tomu, Ze v dlisledku Hpatné-
ho rozpou¥téni se reakce sama zastavi pied dosaZenim poZsdované piemény.

Ke zvy3eni rozpustnosti steroidniho substrdtu ve vod® nebo ke zrychlenému rozpoudténi
produktu byla navrhovéna celé fads postupd.

V britském patentu.&. 1 211 356 se k dosaZeni homogenniho rozptyleného substrdtu pred
reakci privédény steroid mechanicky disperguje. Podle US patentu &. 4 124 607 se substrét
s jemnymi zrny pripravuje v odd&leném atupni tak, %e se steroidni roztok, ziskany podle
v orgenickém rozpoudtddle disperguje ve vod¥ a pak se rozpoudtédlo oddéstiluje. Je moZno
také postupovat , tek, Ze se steroidni sloulenine rospusti v organickém rozpoudtidle a
vysré%eni se provédi a% v prdbdhu biologické piemdny. Podle madarského patentu &. 149 678
se rozpoustédlo, pou%ité k rozpuitdni substrédtu, napriklad pyridin nebo kyselina octovd,
pred poldtkem biologické premdny neutralizuje a rozpustnost se zlep3uje v pii{pad? alkoholu
priddnim chloridd alkalickych kovd a chloridd kovld alkalickfch zemin.

Podle briiského patentu &. 1 083 204 se zlepSuje rozpustnost steroidniho substrétu
v reakénim prostfedi tak, %e se priddvd nikteré z organickych rozpoudtddel, s vyhodou
dimetylsulfoxid, a to soulasn& se substrdtem nebo po jeho uvedeni do reakini smési. Je
také mo¥no postupovat tak, Ze se rozpustnost steroidniho substrétu zaji¥fuje pomoct
rozpoustddel nemisitelnych s vodou, v tomto p¥fpad¥ je umoZn¥na rychld vym&na ldtek velkou
hraniéni plochou ve vzniklé emulzi, Jjak je uvedeno napriklad v publikaci Biotechn.
Bioeng. 21, 39 (1979). Ve farmaceutickém primyslu se Zasto pouiivé &inidel, nepomséhajlcich
rozpousténi. Podle NSR patentu &. 1 543 431 je moZno podstatn¥ zvysit vyt&Zek androstendionu
pfi jeho vyrobd z 4-kollesten-3-onu pfidénim &inidel tohoto typu.

Zndmd ¥e¥eni mohou zmen3it nevyhody, spojené se Spatnou rozpustnosti ateroidniho
substrdtu ve vod¥, nejsou viak ekonomické nebo maj{ nep¥iznivé ulinky na cely systém.
NapFiklad v pripadd, Ze se vyrobi substrédt v mikrokrystalické form¥, znamenéd to nutnost
v&t3tho po¥tu pracovnich stupnd pfi technologickém postupu a mimoto dochdzi ke ztréién
vysledného materidlu. Podle jingch pozorovéni dochdzi také k podkozeni mikroorganismu
pri del3im plsobeni organického rozpoudtddla, zejméne v mnoZstvi, jehoZ je zapotiebi
k- dostatednému zvyseni rozpustnostl steroidu ve vod¥, jak bylo popsséno napiiklad v publi-
kaci Steroids, 12, 525/1968).

V pripadd, Ze se pouZ{vd &inidel, usnadnujicich rozpoust¥ni, dochdzi soudasnid
ke tvorbZ piny, coZ ztdZuje dostatelné provzdusnovéni systému, v ndm% probihd biologickd
pfeména.
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Vynélez si klade za kol navrhnout zplsob, ktery by na jedné stran¥ odstraroval
nevfhody zndmfch postupl, na druhé stranZ by p¥i provédddni tohoto zplsobu mdlo dojit
ke zintenzivnéni mikrobielogické premény steroidi.

Nyni bylo zjiiténo, Ze cyklodextriny je moZno pouZit v systémech pro biologickou
prem&nu ke zlepSeni rozpustnosti steroidnich molekul ve vod#&, v pripad¥® nerozpustného
zbytku ke zvySeni rychlosti jeho rozpoudt¥ni a tim k podstatnému zvysSeni rychlosti biolo-
gické premdny a mimoto v deném systému k zébran¥ zpomaleni reakce pii vznikdnf v&t3iho
visledného produktu s k zdbran® blokédy reakce pliscbenim n&kterych sterickych skupin
ve steroidni:molekule. Cyklodextriny elfa- a beta- nebo jejich sm¥si mejf katalyticky
ifinek pri hydrolyze esteri. V pripad&, Ze mikroorganismus mé dvd nebo v&t3f polet funkci,
miZe dojit k selektivnimu ovlivnéni pom&ru mezi reakinimi produkty, Dochézi tedy ke
zintenzivnéni celé premény,

Predmitem vyndlezu je zplsob zintenzivnini mikrobiologické piem¥ny steroidd, s pouZi-
tim pomocnych létek, ktery se provédi tak, %e se mikrobiologické premdna uskuteinuje za
pritomnoati alfa -, beta- nebo gama-cyklodextrinu nebo za p¥{tomnosti libovolné smési
t&chto ldtek v mnoZstvi 0,2 aZ 3 moly na 1 mol steroidnfiho substrdtu a po skoneni
pfem&ny se cyklodextrin popiipad® ze systému regeneruje a vraci zp&t k mikrobiologické
pfemé&nd. Pod pojmem "cyklodextrin", se ddle rozum{ alfa-, beta~ nebo gsma-cyklodextrin
nebo libovolnd smZs tdchto létek. Pred poldtkem mikrobiologické premdny, pfi jejim zaldtku
nebo v prab&hu plem&ny se priddvéd na ! mol substrdtu celkem 0,2 aZ 3 moly cyklodextrinu.
Podle jednoho z moZnych provedeni se priddvéd odpovidajici cyklodextrin pred privodem sub-
strdtu do sm&si pro biologickou pFeménu.

Podle dal3fiho moZného provedeni se smisi substrét s eyklodextrinem a vznikly inkluzni
komplex nebo jeho vodny roztok nebo jeho suspenze se pak piiddvaeji do prostiedi pro biolo-~
gickou pieménu. Podle daliiho moZného provedeni se cyklodextrin priddvd jako takovy nebo
ve form& inkluzniho komplexu se substrdtem, popiipad® ve form& vodného roztoku nebo
suspenze inkluzniho komplexu v prib¥hu mikrobiologické reakce, obvykle po dosaZeni 30 aZ
50% prem&ny. Roztok cyklodextrinu nebo inkluzniho komplexu cyklodextrinu a substrédtu je
moZno pred pitivodem do prostfedi pro biologickou pfemdnu sterilizovat nebo je moZno tyto
ldtky sterilizovat spoledn® s prostiedim pro biologickou piem&nu. Cyklodextrin je moZno
ziskat z vodného prostied{ pro biologickou pfemZnu tak, %e se steroid extrahuje orga-
nickym rozpoudtédlem a cyklodextrin se vysrdZ{ piiddénim rozpoudtd¥dla, které siln& sniZuje
jeho rozpustnost, s vyhodou hexenu a pak se odfiltruje a popfipad® suili.

Zintenzivnéni mikrobiologické piemdny steroidl podle vyndlezu Jje velmi vyhodné, pro-
tote zajiztuje zvyseni reakdnfi rychlosti a ti{m zkréceni doby reskce, soulasnd je moZno
zv§sit koncentraci substrdtu v prost¥edi, odstranuje se nep¥f{zniv§ vliv hromaddni vysled-
ného produktu, z v&tdiho podtu moZnych reakci je moZno katalyzavat poZesdovanou reakci a je
také moZno zvysit selektivitu mikrobiologického postupu.

Inkluzni komplex cyklodextrinu se steroidnim substrdtem je moZno vyrobit rdznymi
zplsoby. Podle jednoho zpisobu se k prostifedi pro biologickou prem¥nu p¥idé vodny roztok
poZadoveného cyklodextrinu urZité koncentrace a k nZmu se pridd steroidni substrdt, &imZ
vznikne inkluzni komplex. (Varienta 1).

Je také moZno postupovat tak, Ze se vyloudl primé priddvéni steroidu do systému
a v oddéleném tanku se vyrobi vodny roztok inkluzniho komplexu substrétiu s cyklodextrinem,
ktery se sterilizuje filtraci a pak se pridd do prosti¥edi pro biologickou pfeménu (va~
rianta 2). Za pfitomnosti urZitého mnoZstvi vody Jje moZno sm&s cyklodextrinu a steroidu
prekrystelovat za vzniku krystalického komplexu steroidu s cyklodextrinem, ktery je moZno
poufit pfi biologické premdnd, kterd nevyZaduje sterilizaci, v pevné form& (varianta 3).
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Cyklodextriny jsou polymery glukézy p¥irodnfho pivodu, které sestdvaji z velkych
kruhd ze 6, 7 nebo 8 glukdzovych jednotek. Jejich struktura je charakterizovédna zvlé¥tnim
uspordddnim hydroxylovych skupin. V3echny sekunddrnf hydroxylové skupiny se nachdzeji
na stejném okraji kruhu, primdrni hydroxylové skupiny se nachédzeji na opadném okraji.

V ddsledku toho je zevni plocha kruhu hydrofilni s z tohoto divodu jsou cyklodextriny
rozpustné ve vod¥.

Vnit¥ni strane kruhu je hydrofébni. Cyklodextiriny mohou vytvéiet s molekulami,
odpovidajici velikosti a tvaru inkluzni komblexy. Cyklodextrin s obsahem 6 glukopyran&L
zovych jednotek je slfa-cyklodextrin, beta~cyklodextrin je tvolen 7 glukopyranozovymi
Jjednotkami @ gama-cyklodextrin je tvoren 8 glukopyrandzovymi jednotkami. Podle své
vazby se nazfvajl cyklodextriny také cyklosmyldzy. Komplexy steroidnich molekul s cyklo-
dextrinem jiZ byly sledovény v pribdhu zkoumdni vdt3fho podtu farmakologickych ddinnych
létek a ldtek, napoméhajicich rozpoustéri, jak bylo popsédno nepfikled v publikaci Lech =
Pguli: J. Pharm. Sei. 55, 32 (1966). V pfipad¥ testosteronu a kortigsonacetdétu byl
stenoven i pravd¥podobny stechiometricky pomdr jednatlivych sloZek. ZviiSenou rozpustnosti
se zvy3ovala naddje na lep$i vsirebdvéni farmaceutickych udinnych ldtek. AZ dosud v3ak
nebyly cyklodextriny nikdy pouZity k zintenzivn¥ni reakce mikrobiologické pfem&ny steroidnich
substritd. Bylo prokézdno, Ze komplex steroidnfiho substrdtu s cyklodextrinem podléhd ve vod-
ném prostredf rychle disociaci @ v gystému pro biologickou prem&nu je v dynesmické rovnové-
ze s volnymi molekulemi steroidu @ s molekulsmi cyklodextrinu, V systému pro biologickou
pfem&nu, ktery obsahuje pevny steroid v suspenzi zdvisi okemZitd koncentrace rozpudt&ného
podflu, ne ktery mi¥e plsobit enzym, vZdy na rychlosti rozpoudtdni substrdiu s na rychlosti
enzymatické reskce., V priped¥, Ze rozpoudtdni je pomslé, zistdvd v pribdhu reskce koncentrece
steroidnfho roztoku deleko pod nasycenim s reekce trvéd podle zékladnich pravidel enzymatic-
k¥ch reakci podstatn¥ déle.

Neproti tomu z inkluzniho komplexu s cyklodextrinem se substirdt uvoliuje prakticky
okamZit¥. MnoZstvi rozpusdidného substrétu zistdvéd proto v tomto pFipad¥ stédlé v pribdhu
celého postupu a% do Jjeho konce a dosahuje nasyceni, takZfe je moZno zajistit maximdéln{i ry-
chlost pifem¥ny pro denou enzymatickou reakci.

P¥i jiném typu reakci pro premsnu steroidd miZe dojit k tomu, %e vysledny produkt
p¥i své tvorbd zpomsluje nebo zastavuje reakci v pripad¥, Ze se vé%e na enzym nebo na
povrch bunky. Vzhledem k odli¥né struktufe substrédtu a molekuly v¥sledného produktu
k tomuto Jevu p¥i pouZfitf komplexu s cyklodextrinem nedochdzi, Podle nejnov&j&ich sle-
dovén{ je moZno zvolit tak pfiznivé reak®ni podminky, p¥i nich? se vysledny steroid prevd-
d{ na komplex s cyklodextrinem, ani%¥ by tim byla zhorSena dostupnost pivodniho steroidni-
ho substrdtu. V pfipad¥, Ze stdloat komplexu substrdtu s cyklodextrinem prekroli stdlost
komplexu vyeledného produktu s cyklodexirinem, Je moZno postupovat tak, Ze se cyklodextrin
priddvd do reakdni sm&si pouze v tom piipad&, Ze se v systému nachdzi prebytek reakini-
ho produktu.

Byle také prokdzdno, Ze Jje moZno p¥iznivé ovlivnit enzymatickou hydrolyzu esterifiko-
vané steraidni molekuly tvorbou odpovidajiciho komplexu s alfa~ a/nebo beta-cyklodextri-
nen. Je mo%no to vysv&tlit katalytickym ud¥inkem, ktery vyplyvd ze struktury cyklodextrinu.

V pPipad& rdznych biologickych premén bylo moZno také pozorovat, Ze tvorba komplemu
8 cyklodextrinem méd za ndsledek dalsi rdzné zmény, které mohou vést v piipad& komplexu
8 odpowidajic{ stdlostf napfikled k tomu, Ze se zmen3uje rychlost reskce pro nékterou
konfiguraci nebo dojde k tém&# iplnému vylouZeni jedncho typu reakce.

Tvorba inkluznich komplexi a udinek na zintenzivn¥ni biologické p¥emé&ny plati obecnd
zejména pro sloudeniny steranového typu. S urditymi dpravemi je moZno piiznivd ovlivnit
také premény, pfi nichZ dochdz{ k tvorb¥ estranovych, androstanovych, pregnanovych,
cholestanovych, stigmastanovich sloufenin a norsloudenin, tak Jak je uvedeno v ndsledujicich
pfikladech, které viak nemaJi slouZit k ovliivnéni rozdahu vyndlezu.
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Priklad
Substrdt: hydrokortison
Mikroorganismus Arthrobacter simplex (ATCC 6 946)
alfa-cyklodextrin, zvySenf rychlosti
Priddvéni substrdtu: 1. varianta

Agarové kultura Arthrobacter simplex (ATCC,6 946) se promyje Lyziologickim roztokem
soli a 5 ml této suspenze se naoikuje ndaledujlci Zivné plda: glukdze 0,3 %, enzymaticky
hydrolyzoveny kesein 0,5 %, extrakt z kvasaic 0,1 %, ph 6,7. Roztek se doplni vodou na
100 ml a sterilizuje v Erlenmeyerovd bance o obsahu 500 ml. Kultivace se provéd{ p¥i
teplotd 32 °C na trepatce pii 230 vykyvech po dobu 18 hodin, pak se pfidd 5 mg hydro-
kortisonu v 0,5 ml metenolu a piivdd{ se pofadovany enzym. Enzym se privdd{ 3 hodiny
2a tfchZ podminek, pfi nich%f se provddi kultivace. Kultura, obsahujici 50 ml delta-1~
~dehydrogendzy jako enzymu se vloZ{ do Erlenmeyerovy banky o obsshu 3 litry s obsshem
950 ml sterilizované vody plemna se provédd{ s dvacetindsobnZ zfed¥nou sktivni kulturou.
Substrédt obsshuje 2 g hydrokortisonu, reakce probihd ndsledujfcim zpisobem:

20 g slfe-cyklodextrinu se pridd ke kultufe, po jeho rozpuitdni se rozpusti hydre-
kortison ve 20 ml metanolu s obsahem 10 % hmot. chloridu védpenatého. Zisksny reztok
se piidd ke kultuPe s obsahem alfa-cyklodextrinu. PPemna probihé pFfi teplotd 32 °C na
svrchu uvedeném zarizeni 5 hodin. Pf{tomnost slfa-cykledextrinu bréni v pribdhu privedu
substrdtu do vodného prostiedi jeho vysréZeni, p¥em¥na substrdtu pc jeho rezpustiént
probihd rychleji neZ v systému, v n&mZ se substrét nachdzi jako suspenze. Doba preminy
substrétu bez cyklodextrinu je 8 hodin. Na konci pfemdny je moZino ve fermentainim prostiedi
prokdzat 1 920 )ag/nl prednisolonu, ‘40 pg/ml 20=beta-hydroxyprednisolonu a 8 pg/ml
hydrokortisonu.

Priklad 2

Substrdt: 17alfa-metyltestosteron (androstenevy derivét)
Mikroorganismus: Arthrobacter simplex (ATCC 6 946)
Beta-cyklodextrin, odstran&ni brzdiciho ud¥inku vysledného produktu
Priddvéni substrdtu: varianta 1.

Indukovand kultura ziskend zpisobem podle piikladu ! se p3tkrdt z¥ed{ a k delta~l-dex
hydrogenaci metyltestosteronu se pouZije na zaldtku pfemény regztok 1,0 g metyltestosteronu
v 10 ml metanolu, ktery se privddi do systému. PremZna se sleduje chromatografif na
tenké vratvd. Substrdt se ze systému vylufuje a v prdbZhu kontinuélnfho rozpoulteni do-
chéz{ k jeho dehydrogenaci. P¥i dosaZeni koncentrace pfibliZn¥ 400 ug/ml deltae-l-metyl-
.testosteronu se do systému pridd 6,0 g bets-cykledextrinu. Tato pFfsada vytvéli konblox
se vznikejicfm produktem, coZ Jje velmi dlle%itéd, piratoZe jinak dochdzf ke zpomaleni
enzymatické reakce, protoZfe preveha vysledného produkiu reakci zpomaluje. Tvorba komplexu
s beta-cyklodextrinem probihd p¥ibliZn¥ p¥tkrdt intenzivan¥ji neZ tvorba kemplexu se
substrdtem. Pfiddvéni se provddi ve druhé hedin¥ a inkubace se -provddf a% de 6. hodiny
p¥i sledovdni chromatografif na tenké vrstvs.

Obsah steroidd ve fermentadnim prostfedi na konci fermentace je 970 ug/ml delta-i-
-metyltestosteronu, 6 ug/ml metyliestosteronu. Bez priddn{ cyklodextrinu se reakoce
zastav{ pfi zbfvejici koncentraci substrdtu 100 af 120 pg/ml.
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Priklad 3

Substrdt: 5-pregnen-3beta,i7elfa,2i-triol~20-on-21-acetdt (acylovany pregnenovy derivét)
Mikroorgenismus: Flavobacterium lucecoloratum (NIB 9 324)

Gama~cyklodextrin se piriddvéd podle varlanty 3.

Kulturou Flavobscterium lucecoloratum (NCIB 9 324) ze ¥ikmého agaru se naofkuje 200 ml
#ivného prostbedl v Erlenmeyerovych bankdch o obsahu 750 ml. Kultivace ase provéddi 20 ho-
din pii teploté 30 °¢C na t¥epatce s 230 vykyvy. Touto kulturou se naotkuje 5 litrd
sterilniho vodného prostfedi téhoZ sloZeni v laboratornim fermentoru. Prostfedi obsahuje
1,0 % hmot. extraktu z kvesnic 0,1 % hmot. di/hydrogenfosforelnanu draselného a 0,4 % hmot.
hydrogenfosforednanu draselného. K nao¥kovanému %ivnému prostifedf se pridd 250 mg substrd-
tu v roztoku v 1,5 ml dimetylformamidu. Roztok se sterilizuje filtracif. PF{tomnost substrd-
tu umofnuje tvorbu potrebnych enzymi- pfi rdstia kultury. Po 12 hodindch kultivace je podet
bakterif a enzymatickd d&innost vhodnd k poddtku biologické piemdny a pi'idd se tedy 100 g
pregnen-3beta-17glfa,21-trihydroxy-20,21-acetdtu ke kultuie, k ni¥ se predem piidd
gama-~cyklodextrin: :

Postupuje se ndsledujicim zplisobem:

100 g substrdtu se homogenizuje se stejnym mnoZstvim gema-cyklodextrinu s 200 ml
vody 20 minut, v pribdhu této doby vytvori urlity pod{l substrétu s cyklodextrinem
snadno rozpustny komplex. Suspenze se michéd we fermentoru a inkubuje dal3ich 11 hodin
tak dlouho, aZ se substrdt spoti¥ebuje. V laboratornim fermentoru se udrZuje teplota
30 °C. Prosttedf se miché piti 420 otdfkdch za minutu a provzdushuje rychlost{i 0,5 litru
za minutu., Pfemdna se sleduje chromatografif na tenké vrstvE. Obsah steroidd ve fermentainim
prost¥ed{ po ukonZeni premdny ja 9 020 ug/ml 4-pregnen-17alfa,2i-dihydroxy-3,20-~-dionu
a 30 mg/ml substrdtu. Bez cyklodextrinu by bylo moZno biologickou pfem&nu. provédét a%
pfi mnoZstvi 10 g substrdtu v 1 litru.

Priklad 4

Substrét: 4-pregnen—17nlfa,21-dihydroxy-$,20-dion-l7-acetét (ecylovany kortikosteroid)
Mikroorgenismus: Curvularia prasadii (IMI 71 475)

Beta~-cyklodextrin, katalyza hydrolyzy esteru

Pfivod substrétu podle varianty 1.

Suspenzi spér, ziskanych omytim kultury Culvularia prasadii (IMI 71 475) ns &ilmém
agaru se naofkuje 100 ml Zivného prost¥edi v Erlenmeyerovich bsnkéch o objemu 500 ml.
Zivné prostiedi obsehuje 1,0 % hmot. sojové mouky, 0,3 % hmot. kukuri¥ného vfluhu, 0,3 %
hmot. kukuriZného 3krobu a 0,5 % hmot. sladového extraktu pri pH 6,2. Kultura se
inkubuje 24 hodin p#i teplotd 25 °C, 10 ml této kultury se pak pouZije k nao¥kovdni
100 ml #ivného prostfed{ v bankdch stejné velikosti. Zivné prostfedi v tomto piipadé
neobsahuje sladovy extrekt, jinek mé stejné sloZeni jako svrchu. Mikroorganismus se inkubu-
Jje pii teplot& 26 °C na tiepadce; v prib&hu jeho ridstu se po 16 hodindch pridd substirédt,
& to 4-pregnen~17alfa,2!-dihydroxy-3,20~dionacetdt. .

Priddvd se 0,12 g substrdtu v roztoku ve 3 ml metanolu. Pak se kultura ddle inkubuje
pri%enZ dochdzf k hydroxylaci v poloze 1ibeta, &im% vzniké hydrokortison-1T7-acetdt.
Ve 20. hodin& premény, sledované chromatografif na tenké vrstvd, zbfvd je3td 10 % hmot.
substrdtu.
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Pak se pridd 0,96 g beta-cyklodextrinu. Cyklodextrin pisobi katalyticky na enzymatickou
hydrelyzu acetylové skupiny steroidni molekuly, takZe ve zbfvajici dob¥d biologické premdny
se krom& zpomalujici se hydroxylace od3t&puje acetylové skupina. Po dal3ich 3 hodindch
Je moZno postup pirerusit.

Fermantadni prostFed{ na konci biologické preminy obsahuje hydrokortison (4-pregnen-
-11beta, 17a1fa,21-trihydroxy-3,20-dion) v mnoZstvi 0!730 pg/ml, 0,185 yg/ml hydrokortison~
-17acetétu, 0,005 ug/ml 4-pregnen-i7alfa,2i-dihydroxy-3,20-dion-17~acetétu a 0,040/ug/m1
4-pregnen-17alfa,2!-dihydroxy~-3,20~dion.

P¥{klad 5

Substrédt: hydrokortison

Mikroorganismus: Arthrobacter simplex (ATCC 6 946)
Beta-cyklodextrin, zvy¥eni rychlosti reakce
Priddni substrdtu: verianta 2.

Kultura Arthrobacter simplex (ATCC 6 946) ziskand na pevné Zivné pid¥& se omyje
a 30 ml suspenze této kultury se pouZXije k neolkovéni 5 litrd sterilniho Zivného prostied{
v laboratornim fermentoru.

Zivné prostredi obsshuje 0,3 % hmot. glukdzy, 0,3 % hmot. peptonu, 0,1 % hmot. extraktu
z kvasnic pFi pH 6,8. Kultura se p3stuje pfi teplot& 35 9Cc @ pfi 240 ot&dkéch za minutu
pfi provzdusnovéni 0,5 litry vzduchu na ! 1litr Zivného prostPed{ za minutu 20 hodin.
Pak se pouZije 1 litr kultury k naolkovédni 9 litrd sterilnfho Zivného proust¥edi{ v labo-
ratornim fermentonu. Prostfed{ obsahuje 0,5 % hmot. glukdzy, 0,5 % hmot. peptonu, 0,4 %
hmot. extraktu z kvasnic p¥i pH 6,8,

Kultura se p&stuje p¥i teplotd 35 °C a 600 otéXkdch za minutu pii provzdudnovéni
0,3 litry vzduchu na ! litr prostfedi za minutu celkem 18 hodin a pak se k indukci tvorby
enzymu piidd roztok 0,5 g hydrokortisonu'v 50 ml metanolu. Sm&s se inkubuje je3t& 4 ho-~
diny, nadeZ se aktivni kultura ulo#f do zefizeni, odolného proti kyselindm a prostied{ se
déle zpracovévé.

V uvedeném zaffgeni dylo pfedem pripraveno prostiedi pro biologickou preménu tak,
Ze 3¢ 90 1litrd vody z vodovodu a 1 200 g beta~-cyklodextrinu zahreje na 100 € a prostied{
se pFi této teplotd sterilizuje 20 minut a pak zchladf na 35 °C. Pak se rozpustf 1,0 g
2-metyl-1,4-naftochinonu a 400 g hydrokortisonu ve 4 litrech metanolu s obsehem 400 g
chloridu vépenatého, roztok se sterilizuje filtrac{ a p¥idd se do zafifzeni. Pak se do zaffi-
zeni pPidd jest& svrchu uvedend kultura, &imZ polne probihat biologickd prem&na. V pribshu
premény se nechdz{ steroidn{ substrédt prakticky v roztoku, coZ je dile#ité z toho di-
vodu, Ze se timto zplsobem vyluduje moZnost krystalizace pfi poldtku vylufovédni vy¥sledného
produktu z prostiedi. Jinak se totiZ mohou tvoiit smiZené krystaly substirdtu a vysledného
produktu.

PFi blologické premén¥ se udrZuje teplota na 35 9C pri 180 otd¥kdch za minutu a
provzdudnovéni 0,6 litry vzduchu na ! litr prost¥ed{ za minutu. Podle vydledkd chromatogra~
fie na tenké vrstvé se reakce plerudfi prfi obsshu sabstrdtu 2 % hmot. a fermanta&ni prostie-
di, se pak dvakrdt extrahuje etylacetdtem v protiproudu v zafizeni, které dovoluje n¥itomnost
pevného podflu. Extrakt se odpafi ve vakuu pFi teplot& neprevydujfct 40 °C na koncentraci
8 g/litr, ¥im% se z{iskd pribli¥n& 50 litrl prvniho koncentrdtu, pridéd se smés 40 g
sktivniho uhlf a 100 g celitu s sm¥s se ddle koncentruje a¥ na pFibli¥n& 2 litry, pridem?
dojde ke krystalizaci. Suspenze se zchladf na 5 a%Z 10 o g po nékolika hodindch se zfiltruje.



239932 8
Matedny louh se sré%f pdtindsobkem diisopropyléteru, nale’ se zchladl a zfiltruje.

Z1ské se 375 g v¥sledného produktu s ndsledujicimi vliastnostmi:

Cistota 98 % hmot.
ztrdta pfi suleni 1 % hmot
sulfdétovy popel 0,1 % hmot
zbytek hydrokortisonu 1,2 % hmot
dalsi steroidy 0,35 % hmot
teplota tén{ 234 a% 236 °C

[x]go = +98° (dioxan, ¢ = 1 % hmot).

Ke zp¥tnému ziskéni bets-cyklodextrinu se extrakt michd s 1 litrem cyklohexanu
hodinu pii teplot®.18 aZ 20 °¢. Vznikly pevny podil se odd¥li filtraci, uvede se v suspenzi
v 1 litru vody & cyklohexan.se odstrani ze sm¥si verem destilaci s vodni parou. Vodnd
suspenze beta-cyklodextrinu.se udrZuje pres noc na teplot® 5 a% 10 %c, krystaly se odd&lf
filtrac{ a sud{ ve vakuu. Timto zplisobem se ziskd 00 g beta-cyklodextrinu, ktery} Je moZno
znovu pouZit.

P¥Lfklady 6 aZ !1

Nésledujfci mikrobiologické prem¥ny se provédddji enalogickym zplisobem jako v p¥ikladech
1 a% 5 za podminek, uvedenych v t¥chto p¥fkladech, cyklodextrin.se pouZfije ke zintenzivn¥ni
Jednotlivych reakei.

Pr{kxlad 6

Substrdt: sitosterol

Mikroorgenismus: Mycobacterium sp. (NRRL B 3 805)
Bets-cyklodextrin: zvy3eni koncentracs

Priddvéni substrétu: varianta 1

Vysledny produkt: androsta-l4~-dien~4,17-dion

Odbourdvédni postranniho Fet¥zcs ze substrdtu se provdd{ zpisobem podle publikace
W. J. Marscheck, S. Kraychi a R. D. Muir (1972) Appl. Microbiol. 23, 72. p¥i pou¥it{
steroidu a cyklodextrinu v molérnim pomé&ru 1:0,2.

Zivné prostfedi obsshuje 0,5 % N32HP04.7 Hy0. V ptipadd, Ze se bez cyklodextrinu ziskéd
koncentrace ! g/litr sitosterolu, je moZno pii stejné dob¥ premZny 170 hodin pisobenim
cyklodextrinu zvysit koncentraci sitosterolu na 2 g/litr.

Pr¥{klad 7
Substrét: progesteron
Mikroorgenismus: Ophiobolus herpotrichus

Beta-cyklodextrin: \dplnd premdam

Substrdt se pfidédvéd podle varianty 1
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Vyaledny produkt: 21-dihydroxyprogesteron

Reakce se provddi zplsobem podle publikace Meystre a dal3{ Helv. Chim. Acta 31, 1 548
(1954) pri pouZitf moldrnfho pomdru steroidu a cyklodextrinu 1:0,2, Zivnym proattedim je
pivoversky zékvas, v n¥m¥ se p&stuje mikroorganismus 3 dny, pak se pridévé acetonovy roztok

‘ progesteronu jako substrdtu aZ do dosaZeni koncentrace 0,25 g/litr. Bez poufit{ cyklodextri-
nu trvé premdna dald{ 3 dny a zbytek substrdtu je témdf 25 %. V pripads, Ze se 24 a%
30 hodin po zaldtku piemény p¥idd cyklodextrin, je zbytek substrétu podstatn¥ ni3sf.

Pr{klad 8
Substrét: 4-pregnen-17alfa,21-dihydroxy~3,20~-dion (Reichstein~-S)
Mikroorgenismus: Curvularia lunata (IFO 49)
Beta~cyklodextrin: ovlivn&nf pom&ru reak¥nich produktd.
Priddvéni substrdtu? varianta !
Hlavni produkt: hydrokortison

Reakce se provddi zplisobem podle publikace Kondo E. a Mitsugi T., J. Agric. Chena.
Soc. Japan 33, 521 (1961). Pou’ije se moldrni pom¥r steroidu a cyklodextrinu 1:0,3. Bez
pridédni cyklodextrinu se v prib¥hu biologické premsdny ziskd 35 a% 40 % hmot. 6-beta-
~hydroxy~-4-pregnen~17alfa,21-dihydroxy~3,20-dionu, 15 a% 20 % hmot. 11alfs-hydroxy~4-
-pregnen~17alfe,21-dihydroxy-3,20-dionu & pribliZin& 5 % hmot. 7,14alfa-dihydroxy- a
15 % hmot. 6-beta-i4alfa-dihydroxy-4-pregnen-17alfas21-dihydrexy-3,20-dienu. V p¥ipads,
Ze se v hodin& 0 biologické prem¥ny pridéd ke sm¥si beta~-cyklodextrimive svrchu uvedeném
poméru, Jje moZno zvy¥it mnoZstvi 1lalfa~hydroxy-4-pregnen-17slfa,2t-dihydroxy-3,20-
~dionu (epi-hydrokortisonu) na dvojndsobek.
P¥riklad 9
Substrdt: 16alfa-metyl-4-pregnen-17alfa,21-dihydroxy-3,20-dion
Mikroorganismus: Curvularia lunata (ATCC 12 017)
Beta-cyklodextrin: zvysen{ efektivnosti prem¥ny

Priddvén{ substrdtu: verianta 1

V§sledny produkt: 1ibeta,!7alfa,21-trihydroxy-16alfa-metyl-4-pregnen~3,20~dion (16alfa-
- metylhydrokortison)

Reakce se provdd{ zplisobem podle publikace Canonica L. a daldf Gsss. Chim. Ital. 93,
368 (1963). Poufije se molérni pom&r steroidu a cyklodextrinu 1:1. Bez peufit{ cyklodextrinu
vznikd hlavni vy¥sledny produkt v mno¥stvi p¥ibliZn& 55 % hmot. V p¥ipad¥, %e se v hodin& 0
biologické premdny pfidd k reakdni sm&si beta-cyklodextrin ve svrchu uvedeném pomdru,
stoupne mnoZistvi hlavniho vysledného produktu o 5 a% 10 %.
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P¥FiL{klad 10
Substrdt: 3bets,17alfa,21-trihydroxypregn=5-en-20-on-21-acetét
Mikroprganismus: Flavob.c;erium dehydrogenans (ATCC 13 930)
Beta-cyklodextrin: zviseni koncentrace
Priddvéni substrétu: verienta !

Vysledny produkt: 4-pregnen-1T7alfa,2i-dihydroxy-3,20-dion

Reakce se provddi podle US patentu &. 3 009 936. Moldrni pom3r steroidu & cyklodextri-
au je 1:0,3. Pri pouZiti cyklodextrinu je moZno ziskat dvojndsobek v¥sledného produktu.

PFr{klad 11

Substrdt: Laenetosid-A (digitalisovy glukosid)
Mikroorgenismus: Streptomyces purpurascens
Beta-cyklodextrin: zvySeni koncentrace
Piiddvdni substrdtu: varienta 1.

Reakce se provddi podle madarského patentu &, 176 250. PouZije se lanatosid-A a
cyklodextrin v molédrnim pom&ru 1:1. Bez pouZiti cykledextrinu se pfidédvéd k dvoudenni
kultute Streptomyces purpurascens roztok lanatosidu-A v orgenickém rozpou¥tddle v koncentra-
ei 0,5 g/litr. V pfipedd, Ze se po dvou dnech kultivace pridd k reskini sm¥si v hodin¥ 0
biologické premény beta-cyklodextrin we svrchu uvedeném pom&ru, je moZno zvy3it koncentiraci
substrdtu na 2 g/litr. ’

Prikxled 12

Substrdt: Hydrokortison.

Mikroorgeniamus: Arthobacter simplex (ATIC 6 946).
Smés cyklodextrind: zvy¥eni rychlosti.

Priddvén{ substrétu: varianta 2.

Mikrobiologickd prem¥na se provéddi obdobnym zplsobem jako v pffkladu 5 s tim rozdilem,
%e se misto beta-cyklodextrinu pouZije sm¥si alfa-, beta- a geme-cyklodextrinu v po-

mdru 6:75:19. MnoZstvi a kvelita visledného produktu stejnd Jake reakini rychlost byly
stejné jako v prikladu 5.
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PREDMET VYINALEZU

1. Zphsob zintenzivn&ni mikrobiologické premdny steroidd s pouZitim pomocnych létek,
vyznadujicl se tim, Ze se mikrobiologické piemdna provdd{ zs pifftomnosti alfa-, beta-,
nebo gama-cyklodextirinu nebo za ofitomnosti libovolné smési téchto lédtek v mnoZstvi
0,2 aZ 3 moly na | mol steroidniho substrétu a po skonlenl pifemdny se cyklodextrin
pop¥ipad¥ ze systému regeneruje a vraci zp&t k mikrobiologické premé&ni.

2. Zpasob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Ze se cyklodexirin pPivadi do systému
pPed poldtkem mikrobiologické premény, pri jejim zaddtku nebo v jejim prdab&hu

3. Zplsob podle bodu ! a 2, vyznadujici se tim, Ze se odpovidajici cyklodextrin
pPivédl do systému pro mikrobiologickou premdnu pred pridénim substrdtu.

4. Zpisob podle bodu | a 2, vyznalujici{ se tim, Ze se k mikrobiologické pifem&ng pouZi-~
Je inkluzniho komplexu substrétu s cyklodextrinem, s vyhodou roztoku nebo suspenze
inkluzniho komplexu substrdtu s cyklodextrinem.

5. Zpisob podle bodu 1 a 2, vyznadujic{ se tim, Ze se cyklodextrin piivddi do
systému po ukonleni 35 aZ 50% mikrobiologické oFfemdny

6. Zpisob podle bodu 1 & 2, vyznalujici se tim, %e se cyklodextrin nebo inkluznf
komplex cyklodextrinu se steroidnim substrdtem nebo roztok t3chto ldtek sterilizuje pied
p¥ivodem do prostredi pro mikrobiologickou pfemdnu.

7. Zpisob podle bodu ! a 2, vyznalujfci se tim, Ze se cyklodextrin, pFfidany do pro=-
stfed{ pro mikrobiologickou preménu sterilizuje spolu s timto prost¥edim.

8. Zpisob podle bodu 1, vyznadujici se tim, Z%e se steroid extrshuje z vodného
prostifedi pro mikroblologickou piem&nu organickym rozpouitddliem a cyklodextrin se vy-
sréz{ priddnim rozpoulti¥dla, snifujicfho jeho rozpustnost, s vyhodou hexanu, naleiZ se
z rafinétu izoluje filtracil a po pFfipadném suleni se vraci zp&t k mikrobiologické prem&né&.
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