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1 - La presente invencidn se refiere’ a un método pars

activar microorgenismos inmovilizados. Particularmente, le

presente invencién se refiere a un método para sctivar mi- |
\

croorganismos vivos immovilizedos, aplicado'q*transformaclo

5 |nes de esteroides, antibidticos y otros compuéstos.

TECHICA ANTERIOR

Los'microorganismos inmovilizados hen atraldo un
interés en aumento como catalizadores, en los pocos afios Ul
10 |timos (Biotecimol.Bioeng. 17, 1797-1804 (1975); J«Appl.Chen
Biotechnol. 25, 115-141 (1975); Biotechnol.Bioeng. 12, 15-27

(1970)). Presentan las mismas ventajas de operacidn que ias
inherentes en enzimes inmovilizsdas (FEBS Lett. 62 (suple-
mento) E 80 - E 90 (1976)); se pueden utilizar de nuevo, sop

15 |bien adecusdos para operacién continua bajo condiciones con

troledas, y ademds son relativamente resistentes a ataque
microbisno, ya que estén protegidos por el polimeroc. Los mi|
croorganismos inmoviiizados ofrecen lg ventaja adicional de
que. se evita el tedioso y costoso alslemiento de enzimas,
20 |que la enzima es més usualmente estable debido a su locsli-
zacién en su "ambiente natural', y que usualmente no hay re
quisitos de cofactor. Aeil, siempre que se puedan eliminer
les feacciones competitivas, los microorganismos inmovilizg
dos son catslizadores muy prometedores. Sin embargo, en la
25 operacién,continua o en tandas repetidas del procedimiento
de transforﬁacién, le actividad declina bastante répidamentd
cugndo se usan microorganismos inmovilizados. Este probleme
no se ha resuelto hasta shora de forma satisfactoria en re-
lacién con log microorgenismos vives inmovilizedos.
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tal como la transformacidn corticosteroide cortigol Al-dos~

Hoja ndun. 2

- . AREAS TE APLICACION

Eﬁ la presente solicitud de pa?@ntp e congiders
esﬁecialmente ung propiedad sin igﬁél de los‘catalizadores
de célulzs enteres vives inmovilizsdas, concfetamente la »o|
gibilidad de activacién in situ de la activiéﬁd enzimgtica
inmovilizada.

Son sustratos adecuzdos para transformsecionecs en
les que se puede aplicar la activacién segin la invencidn:

1) esterocides, particularmente corticosteroides,
por ejemplo cortisol ’

' 2) entibibticos, tal como peniciling G
3) otros compuestos tales como

a, alcaloides, p.ej. solasodina, tomatiding

b. decidos orgémicos, p.ej. N-acetil-I-aminodei
dos )

¢. carbohidratos, b.ej. glucosa, sorbosg

d. bases de purina, nuclebsidos y nuclebtidos,
p.ej{ 6~cloropurine, ribésido de 6-cloropu~
riﬁa

La activaciln se puede aplicar a varios sisiemss,

hid:ogenasar_preanisolona. La, ?eaccién ge puede catalizar
por Corynebacterium simplex (Arthrobacter simplex) ocluido
en poligcrilamida.
‘Entre las transformaciones edecuadas pare le scti
vacidén segﬁh la invencibn se podrien mencioner:
1) Al-deshidrogenacidn., Incorporacibn de un doble
enlace en posicién 1,2 de la molécula de este-
roide. Ejemplo:

Z-\1--de.c;h.’u‘alrogenacicSn de cortisol y derivados de
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- cortisol, p.gj. cortisol a prenisolona,

2)

. hidroxilo en la posicidn 11« de la molécula de

3)

xolona y derivados de cortexolona, p.ej. corte

-egteroide. Ejemplo: trausformacidn de cortexo-

Hojs ntmn, 3

9 L ~£litor-16 B -metilcortisol: a 9 —fluor—16f
~metilprednisolons (bef.ame‘tasona\),
9 ~fluor-16% ~metiloortisol a 9u ~fluor-16 -
~-metilprednisolons (dexametasona), e

6 A-metilcortisol a 6K -metilprednisolona, :

6 A ~fluor-16« ~metilcortisol a 6% -:F.luor-jl»6‘_:.>€4- .

-metilprednisolona (parametasona),
9 A ~fluor-16¢{ ~hidroxicortisol a 9« ~fluor-16:y
-hidréxiprednisoloné (triamecinclon),

9X ~fluorocortisol a 9 ~fluorprednisolons,
6y 9 —difluor-16«, 17« ~isopropilidendioxicoy]
tisol &

6X~9X ~difluor~16« ,170( ~igopropilidendioxi-
prednisolona.

11 ~hidroxilacién. Incorporacién de wn grupo

long y derivados de cortexolona en 11« -hidro~
xicortexolona (epicortisol) y derivados de epi
cortisol.

11p ~hidroxilacidn. Incorporacién de un grupo
hidroxilo en la posicién 11§ de la molécula de

esteroide. Ejemplo: 11f ~hidroxilacién de cori

xolona a cortisol,
9K ~£luor-16 f -metilcortexolona a 9« ~Fluor-i6
-metiicértis ol, ‘ |

9K =fluor~16K =metilcortexolons a 9 —~flucr—14

-metilcortisol,

@
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6K =flvor-16 « ~metilcortexolong a 6 X ~f1luor-

de esteroide. Ejemplo: 16« ~hidroxilacidn de

5)

" Eliminageidn de .12« ~hidroxilo. Ejemplo: trans-

tHojn nam, 4‘

99(‘ ~fluorcortexclona a 9« ~{luorcortisol,

~16« —metilcortisol,

6 ~metilcortexolona a 6 ~metilcortis 0l,

6 49 o ~Gifluorcortexolona a 6 o( 49 o{ ~ALLIuor=-
cortisol,

6K ,9{-difluor-16 , 17 X ~Llsopropilidendioxi-
cortexolona &

6L 49 L —ALifluor~16 o , 17 ~isopropilidendioni~
cortisol.

164 ~hidroxilacién. Incorporacidn de uvn grupo

nidroxilo en la posicién 16K de la molécula

cortisol y derivados de cortisol, p.ej. corti-
sol é, 16 ~hidroxicortisol,
6X =fluorcortisol g 6K ~fluor-16c{ ~hidroxicor-
tisol,
9K =fluorcortisol a 9X ~fluor-~16« ~hidroxicor-
%isol,

6,9 ~difluorcortisol a 6ol ,9 ~difluor-~16a(

I

~hidroxicortisol.
Trensformacidén de wenicilina G. Transformacidn
de bencilpenioiliha (peniciling G) a acido 6~
~aminopenicildnico.

Eliminacién de cadena secundarig. Ejemplo: Tran
formacidn de sitosterol a A +-androsieno-3,17-
~diona.

colesterol a A 1’4~androstadieno~3,17-cliona.

formacibn de dcido cblico a &dcido quenodesoxi-
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Los organismos adecuados que se. pug—:den usar en

relacidén con la presente invencidn son:

1) Arthrobacter simplex (tam‘pién 1lamado Coryne-

bacterium simplex, por ejemplo ATCC 6946). Este ovganismc
se puede usar para A 1-deshidrogenacién.

2) Rbizopug nigricans (tembién llemado Rhizopns

gtolinifer, por ejemplo ATCC 6227 b). Este organismo se pu_q

de usar para 11 ~hidroxilacién.

3) Curvulgria lunalba, por ejemplo ATCC 12017. Es—
te organismo se puede usar para 11pf ~hidroxilaciodn. :

4) Escherichia coli, por ejemplo ATCC 9637. Eé‘nq

orgenismo se puede Usar pars produccidn de dcido G-aminope-—
nieildnico a partir de penicilina G. '

5) Aspergillus niger. Este organismo se puede
usar para 16 ~hidroxilacidn.

6) Streptomyces venezuela. Este organismo se pued

usar para isomerizacién de glucosa.
7) Brevibacterium ammoniogenes. Este orgemismo se
puede usar para transformscidén de bases de puring, nucledsi
dos y nucledtidos.
Los microorganismos se inmovilizen en un soporte
adecuado, tal como poliacrilamida, egar (2,5~15% en peso/vo

coldgeno (cdlula : coldgeno 1:1) o alginato cdlcico (1-5%).

ESQUEMA DE LA INVENCION

La presente invencidn proporciona un método para

impedir la disminveidén de actividad de microorgenismos vivos

cibn repetide o comtinua. Mis en particular, la presente ing

()

te
51

inmovilizados, e inclugo pare wreforzar la actividad en opera
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1 bvencién proporciona wn méjodo para activar.microorganismos

vivos. inmoviligzados aplicados a la trengformacién de este-
roides, antipibticos y otros compueétos en los que se usan|
microorgaenismos Iinmovilizados, carécterizado}por lg adicidn
5 'de peptona y glucosa a la mezcla de reaccidn. Preferiblemeﬁ
te, la peptons se debe usar en el intervalo de concentra~

cién de 0,1-1,0% (peso/vol). Tembién da buenos resultados
0,1% (peso/vol) de peptona y 0,2% (peso/vol) de glucosa en
combingeidén. La temperatura del procedimiento debe ser

10 | 20-302C, y el procedimiento se debe efectuar bajo condicio-

nes aerobias.

EXPERIMENT AL

Ejemplo 1
15 En cste experimento, el sistema estudiado fué la

importente fransformscidn corticosteroide cor’cisolé’-—des-—

hidrogenasa, prednisolonz. La reaccidén se catalizd con

Arthrovacter simplex (también llamado Corynebacterium simpllex)
ocluido en poliacrilamida. .

20 Se cultivaron células de A. simplex en un medio
de 0,25% de extracto de levadura, siendo inducida la acti~
vidad de A l-deshidrogenasa por adicién de cortisol al culd
| tivo 12 horas sntes de la recogida por centrifugacién cont
nua 8 10.000 x g. Las célﬁlas (5 g de peso en himedo) se
25 | suspendieron en 20 ml de tempén 0,1 M de Tris-HCL, pH 7,5,
helado, y se mezclaron con 25 ml de solucidn aouosa de mo-
némero helada, que contenia 7,13 & de acrilemida y 0,38 g
de N,¥l-metilen-bis-acrilemida. Ta mezcla se vertid en un
recipiente de polimerizacidn tipo emparedado (hecho con dog

30 |placas de vidrio de 20 x 20 x 0,2 cm, espaciadas 2 mm entre

3087
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se retuvo durante el método de inmovilizacién (todas las

Hojs nGm. 7

51 con wn trogzo de tubo de létex), y se afiadieron log cated
lizadores persulfato potdsico (50 mg) y‘ﬁ@tnametiletilendig
ming (100 mg) en sgua (1 ml). Se burbujed ni%régeno geseosq
a través de la suspensién, y la polimerizacién se inicid
dentro de 2 minutos. La hoja de gel de poliaérilamida se
'fragmenté en un mezclador, y los grénulos de gel (tamafic
medio 0,2 mm) se lavaron extenssmente con tampén Tris, y
luego'se glmacenaron a -20°2C, a ls cual temperatura la prém
paracidn era estable dursnte varios meses. '

La actividad de 3-0efoesteroide—l&1-deshidrogeﬁar
sa del A. simplex inmovilizada se determind convenientereii
te por un método espectrofotométrico, y el tGuico producto;
prednisolona, se identificd por cromatografia en capa del-

gada. Aproximadamente 40% de la actividad de deshidrogenasa

bacterias efiadidas fueron imnovilizadas, y no se observo
degprendimiento de bacterias durente las incubaciones). Sin
embargo, los experimentos iniciales revelaron que la acti~
vidad declinaba bastante répidsmente en repetidas conversio)
nes discontinuas de altas cargas de cortisol, y esto solo
se podia compensar en grado limitado por adicibn del acep~
tor de electrones artificial menadiona. Bn vez de ello se
investigd la influencia estsbillzadors de diversos nutrien-
tes y sales; los resultados se dan en las Tablas I y II.
En medios consistentes en agua o tampdn le actividad dismi-
nuyé, mientras que en medios que contienen peptona y gluco-
sa no solo se conservé la activided, sino que también gumen
6 teatralmente a variss veces la actividad original. Se
eligieron el medio con 0,5% .de peptona y e¢l medio con 0,1%

de peptona + 0,2% de glucosa pars nueyos estudios, y se
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-efectud un experimento con repetida transformacidén discon-
tinua. Amboé medios' fueron aproximademente igual de efice-
ceé, ¥ en lg Tebla III se presentan“los resultados obteni-
dos con el medio con 0,5% de peptoﬁa. Como sé-puede ver,

la capacldad de transformgcidén aumentd notablemente en cadlg
experiencile, de maners que aunque en la primera tandas se

obtuvo.-un 100% de transformacidén tras 18 horas, la Wltime

]

tanda se completd en menos de 2 horas. La cepacidad de tvan
formacidn al final del experimento fué aproximadamente 0,5

g de esteroide/dia/g de gel (peso en himedo).

Ejemplo 2

Recientes experimentos preliminares muesitran que
la 1llamada %écnica de seudocristalofermentacidn también es
apliceble a A. simplex ocluido. Asi, se afiadié cortisol en
cantidad (3,6 g/l) que excedia en mucho de su solubilidad
en el medio, y se convirtié completamente, a aproximadsmen~
te la mismae velocidad'que en los experimentos con cortisol
disuelto. El producto prednlsolona que se separa por preci-
pitacién se podia aislar simplemente por filtracidén, tras
hgber dejodo sedimentar los granulos de gel, bastante den-
s0s. Bsta técnica permite reducir los volimenes de medio en

brdencs de magnitud, y tambidn, por tanto, de nutrientes.

Tebla I

. Efecto activedor de nutrientes, tampones j seles
en la actividad de 3-cetosteroide-A -deshidrogenssa de

4. simplex inmovilizado

—_—
\\
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todio @) Velocidad injcigl ge transformaoiéﬁb)
‘ o 2 ¢ (%)'Egas 6
. - Lla9
Peptona 0,5% 100 460 500 650 - 530
Glucosa 0,2% 100 210 170 190 * g0
K BPO, 0,1, pH 7,0 100 70 50 g €0
Tris-HC1 0,05, pH 7,0 100 100 70 7 30
K,HPOy 0,1, pH 7,0
Z;nClz, FeCl, 100 50 25 45 - q0
K,HPO, O,1M, pH 7,0
5;0012, 1igS0, 100 40 40 0 0
K, HPO, 0,1M, pH 7,0
%;g012, Call, 100 160 130 80 90
(X, HPO, 0,1}, pH 7,0
Peptona 0,5%
Ne1ucosa 0,2%
\ligClo, Cally 100 560 650 600 550
H,0 - 100 60 40 40 20

a) la concentracién de las sales inorgénicas Mgll,, ZnCly,
CoCly, PeCly, Cally ¥ MmO, fué 1 my

b) la sctivided del gel recientemente preparedo se fija a
100%.

Se incubd gel de A. simplex (0,5 g) en 9,0 ml de
medic como se indica, y se aisdieron 0,5 ml de cortisol 26
mil (metanol). La suspensidn se agitd en un egitador rotato-
rio a 25%C, y a infervalos de 48 h se reemplazé el medio
por medio de nueva aportecidn que contenla cortisol. A los

intervelos indicados el gel se separd por filitracidn, se
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~lavé y se sometld a detexpuinacién de actividad de [§1~des—

t

hidrogenasa. . Y

.
>

Table IT : oo

.

Efecto activador de peptona/glucosa sobre la ei-
“fividad de 3~cetoestercide- A l-deshidrogenasa de A. simples

inﬁovilizadoa)

.

Medio Velocidad inicisl Ge transformacién ™)
(%) tres
0 2 6 10 16 dies

Peptona 1 % 100 290 320 380 550

0,5% 100 460 500 650 530

0,1 % 100 200 225 165 120

0,01% 100 125 30 0 0
Peptona 0,1 % 100 250 225 240 350
gglucosa 0,2 %
ifeptona 0,01% 100 110 55 0 0
Glucose 0,2 %

Glucosa 0,2 % 10 210 170 110 90

a) las condiciones experimentales se den en la tablg I.
b) -Ta activided del gel reclentemente preperado se fija g
100% |

R
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Teble IIT

Prensformacidn dlscontinua repetida de cortisol

& prednisolona ' ) o

YRS

Capacidad de transformaecién DTiempo pera 1009
Experiencia (mg de prednisolona/hora/§ de conversidn.

(ng) de gel (peso en himedo) (h)
1 3,1 : 17,4
2 ) 5,0 ’ 10,8
3 7 13,5 ‘ 4,0

4 18,1 3,0

26,3 2’1

27’1 2,0

2741 ’ 2,0

8 . 29,6 . 1,8
9 o 30,8 ' 1,8
10 . 31,7 1,7

 Se suspendié gel de A, simplex (2,0 g) en 285 ml
de peptona al 0,5%, pH 7,0, + 15 ul de cortisol 20 ul (me-
tanol). El avence de la transformacién se siguid espectroLy
tomdtricemente, y cuando se alcenzd el 100% de conversidn a
prednisolona se lavd el gel y se volvid a incubar- con medio

de-nueve aportacién que contenia cortisol. La totalidad del
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- REIVINDICACIONES -~

Los puntos de invencién propia y nueva que se pre
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencibn en Espafla, por VEINTE afios, son los que se reco-
gen en las reivindicaciones siguientes:

la,- Un método para activar microorgeanismos vivos
inmovilizados, aplicados a transformaciones de esteroides,
antibibéticos y otros compuestos, que incluye las operacio-
nes siguientes: a) desarrollar los microorganismos en un ie|
dio nutriente, b) inducir la actividad catalitica por adi.-
cibén de un precursor para la transformacibén, ¢) cosechar
los microorganismos, d) inmovilizar los microorganismos en
la matriz de gel, e) fragmentar la matriz de gel, y f) uvi-
lizar la matriz de gel fragmentada para transformacionee
por tandas repetidas de esteroides, antibibticos y otros
compuestos en un medio gue contiene un substrato, en cuysa
transformacibn se intercambia el medio, después de la pasa-
da de cada tanda, por un medio nuevo que contiene el subs-~
trato, efectuéndose une adicidén de peptona, glucosa o una
mezcla de peptona y glucosa al medio que contiene el subs-
trato.

24,- Un método segln la reivindicacibn 12, en el
que se transforma cortisol, o un derivado del mismo, a pred
nisolona o un derivado de ella.

g,~ Un método seglin la reivindicacién 12, en el
que la transformacibén es una 1l- 6§ l6-hidroxilacién de un

esteroide.

42,- Un método segin la reivindicacién 12, en el
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)
lque el microorganismo es Arthrobacter simplex.

5a,~ Un método segin la reivindicacién 12, en
el que la transformacién es una [\ 1—deshidrqgenaci6n.

68,~ Un método seglin la reivindicacién 12, en
el que el microorganismo es atrapado en gel de poliacrilami|
da.

72.- Un método segln cualquiera de las reivinl
dicaciones 1l2-62, en el que se incluye peptona o glucosa, ©
una mezcla de peptona y glucosa, en la mezcla de reaccibn,
a 0,1-1,0% (peso/volumen).

8a.- Un método para activar microorganismos
vivos inmovilizados.

Tal y como se ha descrito en la Memoria qué
antecede y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de trece hojas escritas

a méguina por una sola cara.

Madrid,2 S MAY 1978

— - c—— —

P.A,

Albarto de Elzaburt

4
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