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El primer informe relacionado con la conversién micro-
bial de compuestos esteroide data de 1937 cuando Mamoli ¥y Ver—~
cellone (Ber. 70, 470 y Ber. 70, 2079), describieron la reduc-
cién esteroespecifica de 17-cetoesteroides a 17- 3 -hidroxieste-|
roides. En el afio 1952 describieron Peterson y Murray (Patente
US 2 602 769) un procedimiento industrialmente importante para
la 1l~¢{ ~hidroxilacidén de progesterona por Rhizopus nigri§én§.

Desde entonces se han descrito numerosas transféf@ﬁ- '
ciones compuestos esteroides mediante microorganismos (végsa;
por ejemplo W. Charney y H.L. Herzog, Microbial Transforméti&h
of Steroids, Academic Press, New York, 1967).

A pesar de estas numerosas proposiciones para la tranik
formacidn micrebial de compuestos esteroide solo pocas de'a$ias
reacciones son adecuadas paras la obtencidn de las importante§
hormonas de estéroide a partir de productos de partida que sean |
facilmente obtenibles y se dispongan en grandes cantidades. Aqui
son de mencionar, en primer lugar, los compuestos de estearina

conteniendo cadenas laterales 17-C-alquilo de origen vegetal o

pestano y stimagmastano.

Es sabido que numerosaé cepas de microorganismos, por
ejemplo, aguellas de achromobacter, arthrobactér, bacillus, bre-
vibacterium, corynebacterium, flavobacterium, microbacterium,
mycobacterium, nocardia, protaminobzcter, serrafia y streptomyces
son capaces de crecer sobre compuestos de estearina de la clase

mencionada, por ejemplo, sobre colesterina, como fuenite de narbed

no (véase, por ejemplo, Arima et al., 1969, Agr. Biol. Chem. 33:

1636-1643). aAqui son por regla general atacados en forma no espe

ciffca el sistema de anillo como también las cadenas laterales

eventualmente presentes en el sistema de anillo por los micro-
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organismos o bién degradados en su crecimiento. Principalmente
son aqui el ataque y la degradacidén en el sistema de anillo la

reaccidn preferente y/o mds rdpida. En un trabajo recién publi-

cado de Arima et al., Agric. Biol. Chem., 42(2),411-416 se infor
ma sobre trabajos para la transformacidn de colesterina por la
degradacién microbial de las cadenas latersles en presencia de
inhibidores para inhibir as{ la degradacién del anillo en el
armazén esteroide. Segin estas indicaciones una parte conside-
rable de las 200 cepas salvajes aproximadamente comprobadas era
capaz de conducir bajo la influencia de los inhibidores a una
degradacién ampliamente selectiva de las cadenas laterales en
C-17 del material de partida. Algunas cepas condujeron aqud

al deido 3-oxo-pregna-l,4-dien-20-carboxilico ( & -1,4 BNC) en
rendimientos altermos.

Debido a la significancias potencial de los cgmpaestos
de estearina naturales que estdn en grandes cantidades a dispo-
sicidén con cadenas laterales 17-C, de origen animal (fitosteri=-
nas) o de origen animal (colesterina) como productos de partida
para farmacéuticos de alta calidad con estructura bdsica este-
roide se han realizados numerosos ensayos para la degradacidn

selectiva de las cadenas laterales por via micfobioldgica. Un

22, 29 (1977), 29-58, Christoph K.A. Mertin "Microbial Cleavage
of Sterol Side Chains". Se hace especial referencia al capitulo

IV de esta publicacién‘que desglosa las tres vias hasta ahora

9
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bajo A hasta C. ILas proposiciones del estado de le técnica se
subdividen por lo tanto en los siguientes tres grupos: transfor-

macidn de la estructura del anillo de los compuestos de partida

de esterina de manera que se inhiba el mecanismo-.de la disocia-
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¢idén del anillo y con ello sea posible la degradacidn selectiva
de las cadenas laterales. El empleo simultdneo de inhibidores
para evitar la degradacidn del anillo esteroide y/o del creci-
miento de los microorganismos, asf{ como finalmente la tisqueda
hac{a mutantes de microorganismos que conduzcan a la degrada-
c1on deseada, io mds ampliamente selectiva, de las cadenas la-
terales, '

Principalmente se obtienen segin este procedimiento
del actual estado de la técnica como producto final de la de-
gradacidn microbial compuestos 17-ceto-esteroides que, s;_ﬁién
son valiosos como productos intermedios para la obtencidn in-
dustrial de hormonas de las series estran-androstano y spiros-
tano, son sin embargo menos adecuados para la obtencién de
hormonas de esteroide de las series pregnano, por ejemplo, pro-
gesterona, hidrocortisona, cortisona, prednisona, prednisolo-
na, triamcinolona y similares. En los éasos mencionados eﬁ dlti
mo lugar se han de volver a incorperar en la posicidn 17 quimi-
camente cadenas laterales estereoespecificas.

Sole ocasionalmente se ha logrado hasta ahora obiener
como productos del metabolismo de la degradacidn microbiél com-
puestos esteroides que contengan en la éosicidn 17-C un resto
de cadenas latergles de alguilo, y aqui, especialmente el resto
del dcido j~-propidnico. Los compuestos esteroides de esta cla-
se serlan especialmente adecuados para la oblencidn en escala

industrial de esteroide-hormonas de la serie pregnano de este-

‘rina de origen natural. Resulta aqui evidente que la obtencidn

de productes de degradacidn parcial de esterinaz de esta clase
resulta especialmente dificil ya que aqul no solo se necesita
la degradacién selectiva de cadenas laterales - evitando simul-

tdneamente la ruptura y degradacidn de la estructura anular -,
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gino que ademds adicionalmente se ha de interrumpir el creci-
miento de los microorganismos bajo degradacidén de las cadenas
laterales en un estado que, segin los conocimientos actuales,
8010 es una estacidn de paso para alcanzar la estructura 17-ce-
toesteroide. J.M. Whitmarsh describe en "The Biochemical Jour-
nal", 90, 1964, 23 p hasta 24 p, la disociacién microbioldgi-
ca de colesterina con un culitivo de Norcardia en presencia de
inhibidores, tales como 8-hidroxiquinolina, bajo formacidn de
reducidas centidades de 4cido 3—oxo-pregna-4-en-20—carboxilico
(A -4 BNC) y deido 3-oxo-pregna-l,4-dien-20-carboxflico { A-1,4
BNC). La patente US 4 029 549 recién publicada (Antosz et al.)
describe el muitante de microorganismos NRRYL, B-8119, con la cual
ha de ser posible degraéar selectivamente los compuestos de
17-C-esteroide con 8 hasta 10 &tomos de carbono en el resto
17-C-glquilo a 9 W~0H AD y 9 o~OH BN-4cido. Como muestra sin
embargo especialmente el capftulo IV C de la publicacidn C.K.AJ
Martin 2.a.0., pédginas 50 hasta 52, hasta hoy dfa no existe
ninguna via fiable para le obtencién microbioldgica de compues-
tos de dcido 17-C-esteroide-w -propidnico de los sustratos de
esteroides de cadenas laterales 17-C o bién para la obtencidn
en forma reproducible de mutantes de bloque de defecto micro-
organismos que en forma fiable y en altos rendimientos también
puedan suministrar compuestos de dcido 17-C-esteroide~ol =propid
nico como producto final de la degradacidn enzimdtica cuendo

se trabaje bajo ausencia de losg inhibidores de la clazse men-
cioneda. Ei trabajar bajo ausencla 0 en presencia de solo radu-
cidas cantidades de inhibidores parece ser sin embargo deseg=-
ble por razones técnicaes, por ejemplo, debido a los rendimien-

tog volumen-tiempo indeseadamente altos.

Ia invencidn tiene por cometido posibilitar la obten<
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cién de compuestos de Zeide 17-C-esteroide-X ~propidnico en ren—
dimientos industrialmente utilizables y méjorados por disocia-
cidén microbial de sustratos de estercides de cadenaé laterales
17-C~-. Agui se han de emplear mutantes de bloque de defecto ob-
tenidos en forma dirigida y seleccionados, que se han obtenido

previamente de cepas salvajes adecuadas. Aqui'es especialmente

‘posible - si bién no es forzoso - trabajar con los mutantes-de

bloque de defecto seleccionado también bajo ausencia de inhibido
res que innibvan la degradacidn del anillo estercide y/o elzéreci
miento de los miecroorganismos. Un ulterior cometido de léiiﬂ§en-
cidn es la obtencidn segura y reproducible de mufantes de blo-
que de defecto de microorganismos que son adecuados para la -
obtencidn industrial mejorada, especialmente, libre de inhibido-
res, de compuestos de 4cido 17-C-esteroide— A -propidnico ‘a par-
tir de esterinas de origen natural. S

En sentido mds concreto tiene la invencidn aqui el co-
metido especial de la obtencién microbial de dcido 3-oxo-preg-
n~-g-4-en-20-carboxilico ( A-A ﬁNC) y/o édeido 3—0x6-pregna-—l,4--
dien=-20-carboxilico ( A-1l,4 BNC) en la via descrita. Producte
de partida para la obtencidén microbioldgica de estos compuestos
han de ser especialmente las esterinas naturales y/o vegetales
que hasta shora como productos residuales casi no tenian impor-
tancia prdetica. Para la invencidn también han de ser adecuados
los derivados sencillos de estos productos de partids naturales,

En ung forma ejecutiva especial ha de crear la inven-
¢idén en especial vias para la obtencidén de mutantes de bloque
de defecto de microorganismos de alta eficacia para el material
de partida de esterina determinado empleado en cada caso en el
procedimiento técnico y con ello permitir la adaptacidn del

material esterina empleado y de los mutantes de bloque de defec-
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to de los microorganismos & seleccionar. Los productos del pro=-
cedimiento de la presente invencidén A-4 BNC y A-1,4 BNC son
valiosos productos intermedios, por ejemnlo, para la obtenecidn
de los compuesfos de la serie progesterona.
Objeto de la invencidén es, por lo tanto, én ung prime<
ra forma de ejecucidén, un procedimiento pars la obtencidn'de
compuestos de decido 17-C-esteroide— A\ —propiénico por disocia-
cidn de la cadena lateral enzimdtica en los sustratos de esteroi
de de cadena laterales 17-C, caracterizado porque
a) mitantes de bloque de defecto de microorganismos, que el dn
bajo ausencia de los inhibidores de 1la degradacidn del ani-
1llo esteroide y/o inhibidores del crecimiento de los micro-
organismos suministran compuestos esteroides con el reStﬁ:
4cido 17~C-ol =propidnico, se cultivan en un medio nutriente
acuoso bajo cendiciones aerobicas en presencia del sustra~
to de estercide bajo enriquecimiento de los comjuestos de
deido 17-C-esteroide- ® -propidnico en el caldo de fermenta-
cidn y

b) los compuestos de dcido 17-C-esteroide- o -propidnico forma-
dos se aislan.

En especial es aqul objeto de la invencidén un procedi+
miento pera la obtencidén de deido 3-oxo-pregna=4-en-20~carbo-
x{lico ( A~4 BNC) y/o 4cido 3-oxo-pregna-1l,4-dien-~20-carboxi-
lico ( A-l,4 BHC) por degradacidn de la cadena lateral micro-
biel en los susiratos de esteréide de cadenas laterales 17-C,
caracterizado porque
a) un microorganismo suministrador, también bajo ausencia de

inhividores pera la inhibicidn de la degradacién del anillo

esteroide y/o del crecimiento de los microorganismos, de

D-4 BNC y/o H-1,4 BNC se cultiva en un medio acuoso bajo
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condiciones aerdticas y en presencia de un sustrato de esteroide

de cadens lateral 17-C bajo enriquecimiento'de dcido 3-oxo-preg-

na-4-en-20-carboxilico y/o 4cido 3—oxo—pregna—l,4—dienh20-carbo-A

x{lico y
b) a continuacidn se aisla el 4cido 3-oxo-pregna-4-en-20-carboxi
lico y/o deido 3-oxo—pregna-l,4—dien—20-carboxilico. Elﬂrﬁn-
dimiento en A-4 BNC y/o A=1,4 BNC deberd ascender aqui‘b?e-
ferentemente como minimo a un 15 % en peso, referido ai”éﬁs-
trato de esteroide empleado. o
Ia forma estructural de los compuestos aqui indicados

A-4 BNC y O-1,4 BNC son los siguientes:

COOH

( A-4 BNC)

o 7

deido 3-oxo-pregna-4-en-20-carboxilico.

cooH

Y




dcido 3-oxo-pregna~l,d-dien-20-carboxilico.

En una ulterior forma de ejecucién se refiere la in-
vencién a un procedimiento para la obtencién de mutantes de blo+
que de defecto de microorganismos de trabajo aerdbico capaces
5e para la obtencidn industrial de dompuestos de dcido 1l7~C-este~
roide- °l-propi6nico, especialmente para la obtencidn de dcido
3-0xo-pregna-4-en-20~carbox{lico y/o 4cido 3-oxo-pregna~l,4-dien-
20-carboxilico de sustratos esteroide de cadenas 1atera1ésfl7-c
por ejemplo, de compuestos de esterina de origen animal o__x'f‘ége—-
10.]| tal, por degradacidén como mfnimo amplismente selectiva de las
cadenas laterales, en caso deseado también bajo ausencia de
inhibidores de la degradacién del anillo esteroide y/o inhibi-
dores del crecimiento de los microorganismos, caracterizéh&cse
este procedimiento porgue . |
15.| 1) se aisla y cultive una cepe salvaje de microorganismos ca-
pacitada para el crecimiento aerdﬁico sobre compuestos de
esterina como ¥nica fuente de carbono y aqui dé preferencia
a la degradacidn de las cadenas laterales 1l7-C con respecto
g la degradacidn del anillo,
20.| 2) la cepa salvajle se somete a un tratamiento de mutacion en

s{ conocido,

3) la poblacidn de mutantes se cultiva sobre un medio de Sepa-
racidn (medio de enriquecimiento para los mutantes desea-
dos) sobre el cual los mutantes suministradores de los com-

25. puestos de deido 17-C-esteroide- ol -propidnico no crecen o

précticamente no crecen, mientras crecen las cepas de mutan-

tes indeseadas acompafiantes y de esta manera o bién durante

su crecimiento se matan y

4) el resto que queda de las cepas de mutantes se cultivan so-

30. bre egterinas de cadenés laterales 17-C y de esta maners se
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aislan las cepas con produccidn éptima de los compuestos de 4ci
do 17-C-esteroide~oh-propidnico.

Objeto de la invencién son, ademds, los mutantes de
bloque de defecto obtenidos segin este procedimiento y, aqui,
especialmente, los mutantes de bloque de defecto suministrado-
res de A-4 BNC y/o A-1,4 BNC. En especial se refiere le inven-

cidn en esta relacidén 2 la nueva mutante de bloque Chol.iépec.

o
@ .

73-M11 que se ha depositado en el Centraalbureau voor Sdh%mmel-
cultures, Baarn, Holanda, bajo el mimero CBS 437.77 as{ como ex
la American Pype Culture Collection, Rookville,-M&rylan&;aﬁSA,
bajo el nimere ATCC 31385. Esta nueva mutante de bloque es ade-
cuadza para la obtencidn libre de inhibidor de 4cido 3-oxo=preg-
na-4-eg~20=-carboxilico o 4cido 3-oxo-~pregna-l,4-dien-20-csrbo-
x{lico, también bajo ausencia de los inhibidores mencionades,
de las esterinas de origen natural o vegetal. Esta se ﬁbtiene
segin el procedimiento de la presente invencidn de la nueva
cepa salvaje Chol.spec. 73 as{ que pertenece al grupo de las

bacterias corineformes, asimismo aislada por primera vez por el

solicitante, y que pertenece al objeto de la invencidn y ha si

do depositada en el Centraslbureau voor Schimmelcultures, Baarn

Hblénda, bajo el nimero CBS 660.77 asi como en la American Type
Culiure Collection, Rockville, Maryland, USA, bajo el hﬁmero
ATCC 31384.

La obtencidn de los mutantes de blogue de defecto de microorgam

nismo segdn la invencidn.

Un objeto decisive de.la invencidn se encuentra en
la creacifn por primera vez de un procedimiento reproducible
seguro para la obtencién de mutanites de bloque de defecto de

la clase descrita, es decir, de microorganismos que se pueden

obtener por una combinacidén muy determinada de selecciones
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y mutaciones con seleccidn de nuevo a continuacidén de cepas
salvajes que son capaces de crecer sobre compuestos esteroide
de la dase descrita. Los mutantes de bloque de defecto de los
microorganismos obtenidos segin el procedimiento dg la presen-
te invencidn se caracterizen porque, por una parte, consta como
minimo ampliemente bloqueados con respecto & un crecimiento so+
bre la estructura del anillo esteroide bajo consumo de estos
anillos como fuente de carbono, por otra parte, los ﬁutanﬁes

de los microorganismos obtenidos segin la presente invencidn

estdn sin embargo también suficientemente bloqueados con respee¢-
t0 a la degradacidén de un resto de 4cido ol-propidnico present
o bidn que se forma en 12 posicién 17-C del esteroide de meme-
ra que industrialmente resulia posible una obitencidn dirigida
de los compuestos de deido 17-C~esteroide- X -propidnico de-
los correspondientes sustratos de esteroide con cadenas 1a£é-
rales 17-C més laigas y su aislamiento del caldo de fermenta-
cidn en tuencs rendimientos. Es aquf especialmente ventajose
que, er. el caso deseado, se puede trabajar bajo susencia de
inhibidores de la clase mencionada - véase, por ejemplo, Chris+
toph K.A. Martin, &.8.0., capitulo IVB - ., Mediante la combi-
nacién segin la presente invencién de una seleccién determina-
da de cepas salvajes y ulteriores etapas de mutacién y«seleccifn
ésto resulta posible.

' En el procedimiento segin la presente invencidn pare
la obtencidn de los mutantes de bloque deseados se sigue entre
si las siguientes cuatro etapés de procedimiento:

Etapa 1: Seleccidn dirigida de cepas salvajes de microorganisw
mos,

Etapa 2: tratamiento de la mutacidn,

Etepa 3: separacidén de la poblacidén de mutantes obtenida de la
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etapa 2, o bién enriquecimiento de los mutantes deseados

de la poblacién de mutantes en total obtenida,
Etapa 4: cultivo de las cépas de mutantes séparadas o bién enri-|
quecidas en la etapa 3 y seleccidn de las cepas de mutan-

tes de blogue con produccidén 6ptima del producto de pro

cedimiento deseado, el 4cido 17-C-eéteroide-Ci-pyopid-
nico. : : ‘ Aé-'f
Estas cuatro etapas de procedimiento se pueden fééii—
zar en une sola pasada para la obtencién de los mutantes de’blo
que de defecto deseados. Pero también puéde ser conveniente’re-

petir las etapas de procedimiento 2 y 3 una o varias veces some-

cida, en la etapa 3, de nuevo a un tratamiento de mutacidﬁ“ée-
gin lé etapa 2 y después separar de nuevo en la etapa 3.
A continuacidn se describen los detalles de las etapas
1 hasta 4 mencionadas.
Etaps 1: aislamiento'de las cepas salvajes adecuadas
Las cepas salvajes de microorganismos a seleccionar de~
berin estar capacitadas para crecer bajo condiciones aerddicas
sobre compuestos esteroides y agqui especialmente sobre el come

puesto esteroide don cadenas laterales 17-C. Ilas cepas adecuadas

para la invencidn poseen aqui preferentemente como minimo aproxi
madamente la misma velocidad de degradacidn para la cadena late-
ral como para la parte del anillo del compueéto esteroide. Pre-
ferentemente muestran las cepas salvajes sin embargo una veloci-
dad de .degradacidn de las cadenas laterasles mds elevada en com-
paracidén con la degradacién del amillo.

El aislamiento de las cepas salvajes se puede efectuan

aqui en forma en si conocida de muestra de tierra. Tanto debido

8 la amplia difusidén de los compuestos esterinicos vegetales y
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animales se encuentran cepas salvajes adecuadas de la clase men-
cionada prdcticamente con regularidad en muestras de tierra de
origen arbitrario. Su cultive se efectia bajo condiciones aerd-
dicas en presencia de un medio nutriente.acuoso.y, preferente~
mente, en presencia de un compuesto esteroide con uﬁa cadena
lateral 17-C como tvnica fuente de carbono. Aqﬁi es posible, pe-
ro sin embargo no impreseidible, presentar ya en este lugar del
procedimiento de seleccidn segin la presente invencién el<fiﬁo

de compuestos esteroides como fuente de carbono, que finalmente

31 por ejemplo se ha de degradar colesterina o una fitosterina
finalmente al compuesto dcido 17=-C-esteroide-o! =propidnico entor-
ces se puede presentar en caso deseado el compuesto esterinico

determingdo a emplear en el proceso industrial, preferentemeﬁte
como tnica fuente de carbono en el medio de cultivo,(por lo. de~
nmés convencional, para la seleccidn y cultivo de las cepas sal=~

vajes, Sin embargo se ha demostrado también que no es imprescin-

dible efectuar ya en este lugar una concordancia entre la fuent
de esterina-carbono en la seleccidn y cultivo de la cepa salvaj
y del compuesto esterino a emplear finalmente en el procedimiento
para lé degradacidn del esteroide.

Dentro del marco del procedimiento total tiene la se-
leccidn de las cepas salvajes correctas una importancia espe~
cial. Se ha demostrado que generalmente las cepas salvajes prin-
cipalmente dan preferencia a la disociacidn del anillo en compa«
racién con una degradacidén de las cadenas laterales. las cepas
salvajes a seleccionar seguin la presente invencidn deberidn tenex
como minimo aproximademente la misme velocidad de degradacidn

para las cadenas laterales como para la parte del anillo de

los compuestos esteroides, Con especial preferencia se seleceio-
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sobre compuestos de esterina con restos alquilo saturades o in-
saturados en la posicién 17-C, preferentemente restos con 8
hasta 10 &tomos de carbono, dan un rendimiento de degradacién
selectivo - medido bajo las condiciones standar descritas a con<

tinuacién - segin la férmula general
I=a .10° e

Aqui es a el factor de crecimiento y b el factor de selectividad

del c¢recimiento de la cepa salvaje como definido a continuacidn.

cidn de las cepas salvajes adecuadas y preferentes, se deépiﬁn—
de por lo tanto como producto segin la férmula indicada del .fac-
tor de crecimiento a y del factor de selectividad b. El1 valor
numeral I asciende para las cepas salvajés de los microorganis-
mos preferentes como minimo z iO. Valores numerales superiores
a I son indeseables y pueden encontrarse por ejemplo como minimg
en 100. En la seleccidn de las cepas salvajes de una poblacién
de cepas salvajes aisladas mayor puede ser deseable someter las
cepas con los valores numerales para uno méximos a las ulterio-
res etapas del procedimiento dg la presente invencidn. As{ pue~-
de ser especialmente conveniente seleccionar aquellas cepas
salvajes para los cuales en el valor numeral I ascienda como
minimo a 105. Por lo demds se ha demostrado que valor absoluto
de I de puede influenciar por la seleccidn del sustrato de este-
roide empleado en cada caso como fuente de carboﬁo. 4si es por
ejemplo posivle que una cepa salvaje seleccionada en su chltivo

en un compuesto de esterina de origen animal en la primera etape
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por lo tanto suministre un valor superior para I - que sobre
una esterina vegetal como fuente de carbono. Independientemente
de ésto valen las condiciones preferentes anteriormente indica-

das pars la seleccidn de la cepa salvaje,

Ta determinacién del factor de crecimiento a y del fa¢

tor de selectividad b del crecimiento de la cepa libre se erec—
tia aquf bajo las siguientes condiciones standard (procedimien-
to realizado en forma aerébica):

Factor de crecimiento a:

la correspondiente cepa de microorganismos se incﬁﬁa
en matraces de Erlenmeyer de 500 cc de capacidad (100 cc de so-
lucidén nutriente de la composicidn descrita a continuacidn) -
a 302C en la mdquina agitadora (frecuencia de agitacién: lidl
TeDoMa ) :
El medio nutriente tiene la siguiente composicidg‘_
(por litro):
1,0 g de KH2P04
0,5 g de MgS0, . 7 Hy0
01 g de NaCl
0,1 g de CaCl, « 2 Hy0
5 g de (NH4)2804
1,0 g de Tween 80 (monooleato de polioxietilensorbitano)
2,0 g del compuesto de esterina de cadenas laterales 17-C,
por ejemplo, colesterina o sitosterina
0,5 g de extracto de levadura
0,01 g de l~histidina
0,02 g de dl-metionina
0,02 g de dl-triptofano

2 ug de biotina

s

400 ug de pantotenato de calcio
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2 pgde dcido félico
ZOOO'ﬁg de inosita

200 ug de dcido p-aminobenzoico
400 ug de hidrocloruro de piridoxina
200 18 de riboflavina
400 Mg de hidrocloruroc de tiamina
solucidén de elementos en huellas
pH del medio de cultive 6,8.

Para la medicidn del crecimiento (densidad de'iéé %é—
;ulas) se extraen en periodos temporales de los cultivos agita-
dos cantidades alicﬁotas de suspensidn de células y se mi&gf
la correspondiente extineién (E') en el fotdmefro de Zeiéé
(tipo PL 4) con una'longitud de ~onda de 620 nm (esposor de
capa 4 -~ 1 cm) contra agua destilada. La extincidn de salida
Eq asciende antes de comenzar el crecimiento - es decir en el
momento to -~ aproximadamente a 0,775. Las suspensiones se di-
luyen entonces en cada caso hasta que se pueda medir en la z0-
na E' = 0,7.

El factor de crecimiento a se desprende como la den-
sidad dptica mdxima de la suspensidn de las células zl final
de la fase de crecimiento logaritmica (momento ) extincidn
El) gque bajo las condiciones de cultivq indicadas se alcanza
a més tarda después de 5 dias, es decir, a = AE = Ei - Eye
Factor de selectividad b: ' '

Tas n2p2s a comprobar se cultivan en caldo nuiriente
I (Merck) mds un 0,1 % de Tween 80 (monooleato de polioxietilen
sorbiteno) mds un 0,1 % de compuesto de esterina, por ejemplo,

colesterina, durante 48 horas a 309C, las células se lavan a

continuacién con tampdn y se vuelven a2 suspender en tampén de
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fosfato (pH T7+5). La degradacidén del compuesto de esterine se
mide en preparados paralelos con compuestos de esterina radio-
ectivamente marcados, pof e jemplo, 4=l4=Ce y 26-14-C=colesteri-
na o correspondientes compuestos de sitosterinag mds radioscti-
vamente marcados en repientes de Warburg. '

A 2,4 cc de suspensidn de células en el recipiente
principal se agregan 0,2'cc de solucidn de esterina (por ej;m-
plo solucidn de colesterina) (S/u moles con aproximadamentéj
0,1/uCi de sustrato marcado en solucidn al 0,1 % de Tweenfap),

el preparado se incubae durante 6 horas a 302C y la reaccidn Se

. E1 CO, activo que se forma en la disociacién dei’ sus-
trato se : ecoge en etanolamina (0,2 cc) ¥y se mide en contaaér
de escintilacidn (muestras de 0,1 cc en cada caso-en 15 cc .
de liquido de scintilantar "Unisolv I", de la firma Zinsser).

E1l factof de selectividad es la proporcidén sin dimend
sién de la radioactividad asi medida
14002 de la cadena lateral del compuesto (26~14C)—esterinico

b =
14002 del sistema anular del compuesto (4-140)-esterinico

En esta ecuacidén significa la expresidn “compuesto deg
esterina" del compuesto de esterina radioactivamente marcedo
en cada caso, esto es, por ejemplo, los correspondientes com-
puestos de colesterina o de p-sitosterina,

Ia técnice de la determinacidn de la degradacidn mi-
crobioldgica de los compuestos de esterina por el marcado radié-
activo bién de un dtomo de carbono de anillo o de un dtomo de

las cadenas laterales es, por lo demds, un método conocido en

el actual estado de la técnica y sobre cuyos detalles aqui se
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hace referencia. Se seflalan, por ejemplo, las sigunientes publi-
caciones: Steroids, 677-688 (1964), G.E. Petersom y J.R. Davis

"Cholesterol Utilization by'Streptomycgs spp. " asi como J.B.C.
206, 511-523 (1954) Thressa C. Stadtman et al., "Studies on the

Microbiological Degradation of Cholesterol®.

Para la seleccidn de las cepas salvajes en esta etapa |

1 del procedimiento de la presente invencidn es ademds préférén-
te que el factor de selectividad b de las cepas salvajes éé%ian
da como minimo a 1, preferentemente como minimo a 2. El fa¢ié;

de crecimiento a de las cepas salvajes debiera ascender como -
minimo a 0,1, preferentemente como minimo & 0,2 y asciende es-

pecialmente asimismo como minimo a 1.

Para la seleccién de las cepas salvajes mejor adecua~

das para las ulteriores etapas del procedimiento de la presenie
invencidn puede ser conveniente ponderal entre si los factores
8 ¥ b. Asi, dentro del margen de la invencién, puede ser conve-

niente dar preferencia a las cepas salvajes con un factor de

' selectividad de esbecialmente alto y en la seleccidn entre las

distintas cepas szlvajes aisladas selectionar primeramente segin
este factor de selectividad b con valores numerales para ver
lo més alto posibles. A la inversa naturalmente también se puede
dar preferencia a un crecimiento especialmente bueno Q expresa-
do por un valor numeral especialmente alto para el factor de
crecimiento a ~ para ls mutacidn a continuacién y ulterior selec
cidn de la poblacidn de mutantes de une cepa salvaje de éstas.
Como cepas salvajes en la etapa 1 entran en considera=-
¢ién, por ejemplo, aquellas de acromobacter, artrobacter, baci—
1lus, brevibacterium, corynebacterium, flavobacterium, microbac-
terium, mycobacterium, nocardia, protaminobacterium, serratia

o streptomyces en Frage. Decisivo pars el procedimiento de la
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presente invencidn no es tanto la pertenenciaz de la cepa deter-
minada tal como a conceptos de clases. Mds bién son importantes
sus propiedades anteriormente discutidas para el cultivo en
medios nutrientes conteniendo compuestos de esterina ¥y en espe-
cial su Indice de selectividad I, que se determina por el fac-
tor de crecimiento a y el factor se electividad b.

Etapa 2:

‘ La mutacidén de la cepa salvaje seleccionada se eféé—
tde en forma en si conocida. Puede realizar, por ejemplo, por
irradiacién rica en energfa tal como con rayos ultravioletas o
rayos X. Especialmente es sin embargo adecuado el tratamiento
de las células con agentes muitdgenos. Agentes mutdgenos adecua-

dos son, por ejemplo, los compuestos de nitrosoguanidina, ta-

les como l-metil-3-nitro-l-nitrosoguanidina o metansulfonatc-

et{lico. En detalle se puede hacer aqui referencia e los datos

generéles del actual estado de la técnica, véase a este respec-

to, por ejemplo, la patente US 4 029 549, columna 2, lineas 57

y siguientes, con las preferencias all{ contenidas.
Fundamentalmente vale también para la invencidn que
el resultado de la mutacidn de la cepa salvaje rasulta indeter—~
minado ya que no se pueden determinar por adelantado en detalle
las propiedades de los mutantes de defecto obtenido, Sin embar-
g0 se pueden fijar los principios para uns iniciacién dSptima
de lag mutacidn ya que se pueden emplear las leyes de la esta-
df{stica en una poblacidn de microorganismos. Por la literatura
se conocen procedimientos para determinar las condiciones dpti-
mas para la induccidn de mutaciones (véase también E.A. Adel-
ber, M. Mandel, GCC Chen (1965) "Optimal Conditions for Muta-
genisis by Nemethyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine in Escherichia

li" [ BiOCh.em' BiOphyS L] Res [ com‘uno l_s" 788"795 ) .

£

L
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Por lo general se seleccionard para elevar la fre-
cuencia de las mutaciones en las poblaciones de microorganis-—
mos la concentracidn y el tiempo de actuacidn de los agentes
mitantes de menera que ya se daﬁé letalmente una parte de la
poblacidén de los microorganismos. Aqui sube més o menos fuerte-
mente la frecuencia de las distintas mutaciones en la parte
superviviente de la poblacidn. E”f

Déntro del marco del procedimiento de lam preseﬁtéi
invencidn se seléccionan las condiciones de concentracidn‘}
tiempo de actuacidén del agente mutdgeno de manera que 1a—p5;
blacidén de partida sea inactividad por el tratamiento en un
10-99,999 %. Preferentemente se seleccionard una proporcidn de
muertes de un 90-99,99 %. A continuacidén de la etapa de proce-
dimiento 2 de la mutacidn se realizan las efapas de procedi-
miento 3 y 4 que tienen por objeto ulteriores etapas de selec-
cidn parz determinar y enriquecer los mutantes de bloque de
defecto deseado.

Etapa 3:

Para la siguiente seleccidn de mutantes de bloque
de defecto deseados determinadamente segin la presente inven-
¢idén de la gran poblacidén de los microorganismos después del
tratamiento de mutacidén se seleccionan segin la presente in-
vencidn condiciones de cultivo bajo las cuales resultan las
propiedades especificas modificadas de las cepas de mutantes
formadas como ventaja para lz seleccidn. El enriquecimiento de
los mutantes de bloque de defecto deseado se efectia segin
la presente invencidn frecuentemente bajo éondiciones bajo las
cuales el mutante especial no crece o prdcticamente no crece,
mientras si crecen los organismos acompafiantes indeseados y

por su crecimiento o durante su crecimiento son matados., De es-+
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ta manera se logra aislar aquellas cepess de mutantes de blo-
que de defecto cuyas encimas degradadoras de anillo estdn blo-
quedas, pero que como antes siguen capacitadas para la degra-~
dacidn de las cadenas laterales 17-C en el compuesto de este~
rina, donde mediante ulteriores medidas, especialﬁente en ests
etapa 3, se asegura que justemente se puedan aislar aquellos
mutantes de bloque de defecto que en la degradacidn de las ca-
denas laterales desarrollan preferentemente el resto dcido |
d -propidnico en la posicidn 17-C. |
Para ello se cultiva en la etapa de procedimients 3
la poblacidn de mutantes sobre un "medio de separacidn" que
finalmente sirve como medio de enriquecimiento para las czras
de mtantes deseadas, Como medio de separacidn de los mutahfés
se puede emplear un medio de cultivo acuoso que como fuente:
de nitrdgeno contenga un compuesto esteroide con una cadens
lateral 17-C- coh.solo.un mimero determinado de C o también
ninguna cadene lateral en la posicidn 17-C. Como fuente de
carbono en este medio de separacidn de mutantes son adecuados
ademds de los compuestos esteroide no sustituidos en la posi-
cidn 17-C especialmente aquellos que contienen cadenas latera-

les con hasta 5 dtomos de carbono.

¥

Sin embargo es preferente emplear como fuente de car
bono en este medio de separacidén de mutantes o bién medio de
enriquecimiento un compuesto esteroide con 3 dtomos de carbono
en la cadena lateral 17-C, empledndose convenientemente aqui

un compuesto de dcido 17-C-esteroide- X -propidnico, o también

un nimero miltiple de tales compuestos de dcido 17-C-esteroide
Ol—propidnico deseados como unica fuente de carbono.

Agui también puede ser preferente emplear en este

medlo de separacidn de los mutantes como fuente de carbono
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obtencidn es el final deseado mediante los mutantes de bloque
cultivados segin la presente invencidn. Si por lo tanto dentro
del marco de la invencidn de esterinas de origen vegetél o eni-
mal se han de obtener finalmente como producto del procedimienta
A-4 BNC o A-1,4 BNGC, entonces puede ser conveniente emg}egr

en el medio de separacidn de los mutantes o bién en el mediv-de

o ¥a

enriquecimiento de esta etapa 3 como dnica fuente de carbono -

-

A-4 BNC y/o A-1,4 BNC. ‘?t
Por lo deméds se trabaja aqui con soluciones nutriéﬁ%es
convencionales bajo condiciones aerdbicas.
Aquellos microorganismos mutantes que debido al trata-
miento de mutacidn han perdido su capacidad para crecer sobre
las fuentes de carbono ahora presentes no se pueden multiplicar
al incubar el medio de separacién de los mutantes. Estos, per:
lo tanto, no crecen. Otra parte de la poblacidn de los mutan=-
tes que bién durante el tratamiento de.mutacidn de la etapa 2
no han sido dafiados suficientemente o hayan sufrido otros defec-
tos, estd capacitada pare crecer sobre la fuente .de carboﬁo del
medio de separazcidén de los mutentes. Durante la incubacidén se
vresenta aqui por lo tanto una multiplicacidn.

Ia invencidn se aprovecha de estos distintos comporta-
miento selecciondndose las'condiciones del medio de separacidén
de los mutantes de manera gque las cepas crecientes debido arsu
¢recimiento o durante su crecimiento sean matadas, sin por ello
dafiar gqui las cepas de mutantes que no crecen.

Una separacidén de éstas es por ejemplo lo posible me-
diante adicién de entibidticos, por ejemplo, mediante adicién

de compuestos de penicilina. Ia adicién de los compuestos de

penicilina conduce a la muerte de proporcidén de las cepas de
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microorganismos que crecen mientras se mantienen sin daflar las
cepes que no crecen, .

Otra posibilidad de la separacidén de los mutantes en
este estado es la incorporacién de componentes dafiadores de las
células, especialmente radioactivos, en la parte de la poblacidn
de mutantes que crece sobre el medio de separacidén. Aqui o3 adet

cuada, por ejemplo, la incorporacidén de p32

en las cepas de los
mutantes crecientes. Esto es por ejemplo posible por el empiéo
gimulidneo de sales marcadas radioactivamente correspondienfés
en la solucidn nutriente de esta etapa de seleccién. Para 1&‘

32

geparacidn mediante p~“~ se ha acreditado especialmente el empleq
simulténeo de NaH, 32pO4 en la solucidén mutriente. n

De los mutantes de bloque de defecto sin dafiar quéf
quedan se pueden aislar entonces, por ejemplo, mediante el mé;
to0do de estampado segﬁn Lederberg en s{ conocido las cepas éet
mutantes de blogque de defecto deseadas segin la presente inven—
cién. Respecto a la técnica de procedimiento aqui empleada y
al método de enriquecimiento de la penicilina y con respecto al
método de estampacidn segin Lederberg se hace especial referen-
cia & J. Amer. Chem. Soc. 70, 4267, (1948) Davis, B.V. (Penici-
llin-Anreicherungsmethode), J. Bact. 63, 399 (1952) Lederberg,
J., Lederberg, E.M. (Lederbergsche Stempelmethode).
Etapa 4: _ |

Los mutantes de bloque de defecto asi aislados y seled-
cionados se pueden cultivar ahora en un medio nutriente usual
y después, en caso dado, someter a una ulterior seleccidn. la
seleccidn se puede efectuar aguf, por ejemplo, segin el resulta-
do deseado de las cepas de microorganismos, sobre el material

de empleo intencionado, por ejemplo, por lo tanto, sobre com-

puestos de estearina naturales o vegetales,. pudiendo ser aqui
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determinante especialmente la naturaleza quimica de los produc-
tos de metabolismo del crecimiento de los microorganismos y
la propensidad del crecimiento de las cepas. Naturalmente se
dard preferencia a mutantes de bloque con productividad Sptima
del producto de procedimiento deseado como resultado. Estas ce-
pas se pueden emplear entonces en el procedimiento industp;al.
El cultivo y la seleccidn se pueden‘repetir aqud una.sola2§b§
o varias veées. -

Dentro del marco del procedimiento de la presentgiin—b
vencidn también es posible repetir la secuencia de las etapéé
de procedimiento de la mutacidn segin la etapa 2 y la separa-
c¢idn de los mutantes a continuescidn segin la etapa 3 una 0 va-
rias veces, siempre que parezca deseable una actuacién ain’més
fuerte de los agentes mutdgenocs sobre las cepas de mutantes de-
fectuosas para lograr finalmente resultados de produccidn épti-
mos, A continnacidn se elabora por regla general segin la eta-
pa 4.

Para la determinacidn de los mutantes de bloque de

defecto especialmente activos deseados se puede emplear un stan:

dard pera la determinac¢idén de los rendimientos, que se efectia
bajo ausencia de inhibidores bajo las condiciones siguientes
de ensayo:

Ia cepa de mutantes de bloque de defécto a determinar
se cultivo en un matraz de Erlenmeyer de 500 cc de capacidad con
100 cc de solucidn nutriente de la siguiente composicién: 0,8 %.
de peptona, 0,9 % de extracto de levadura, 0,3 % de glucosa,
0,06 % de Tween 80 (monooleato de polioxietilensorbitano), 0,06
de colesterina o sitosterina, Py Ty2. E1 cultivo se cultiva pres

viamente en la mdquina vibradors (frecuencia de la vibracidén

15C r.p.m.) a 309C durante 62 horas, a continuacidn se agrega
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un 0,1 %# dé BRIJ 35 (polioxietilenmonolauriléter) y un 0,1 %
del compuesto de esterina y se sigue incubando durante otres
120 horas. Después de interrumpir los culitivos se toman mues-
tran y éstas se extraen y se analizZan por cromatografia de
capa delgads.

Tos mutantes de bloque de defecto preferentes sagin
la presente invencidn suministran un rendimiento en derivddo de
dcido 17-C- -propidnico y aqui, especialmente, A-4 BNC &/5\
A-1,4 BNC de como mfnimo un 15 % én peso, preferentemente,l_
como minimo en un 30 % en peso sobre colesterina o sobre sitos—
terina. Sobre colesterina se encuentra el rendimiento especiql—
mente en como minimo un 50 % en peso y se puede encontrar;'p6§
ejemplo, en la zona entre un 70 hasta 80 % en peso, en cadéi
caso, referido a la esterina empleada. Sobre sitosterina se
encuentran los rendimientos por regla general algo méds bajés,
pero también aqui pueden alcanzar, per ejemplo, un 40 hasta
50 % en pesoc. Para el modo de trabajo y libre de inhibidor
se logran por lo tanto unos resultados hasta ahora desconocidos

Procedimiento para la obtencidn de compuestos de dcido 17-C-es-

teroide=ch-propidnico y, especialmente, vara la obtencidn de

dcido 3-oxo~pregna-4-en-20-carboxflico y/o dcido 3-oxo-pregna-

1,4-dien-20-carboxilico

Ia transformacidn selectiva del sustrato de esteroide
seleccionado como material de partida, por ejemplo, por lo ian-
to un compuesto de esterina natural, se puede efectuar segin
creacidén y selececidn de los mutantes de defecto segin el proce-
dimiento anteriormente descrito, em forma conocida. Asi se pue-
de agregar, por ejemplo, el compuesto esteroide seleccionadoe co-

mo material de empleo, &l cultivo durante el periodo de incuba-~

cidn o se ha agregado al medio nutriente antes de la inoculacidi
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de los mutantes de blogque. Se puede emplear un compuesto esfe—
roide o también una mezcla de varios compuéstos esteroides, Prj—
ferentemente se emplean los compuestos esteroides a degradar
selectivamente en el cultivo en cantifades de aproximadamente
0,1 hasta 100 g/1. La concentracién Sptima del compuesto de
esterina a transformar en la etapa de cultivo depende porilq
general de la cepa ¥y se puede deferminar en cada caso medignée
simples ensayos previos. Por ;o general se encuentra la céé@énﬂ
tracidén del compuesto esteridicoe en el medio preferenteme@fgrno
por encima de 20 g/l y, frecuentemente, no por encima de 1a’g71,
ddndose sin embargo preferencia a cantidades superiores a 1
g/1.

Aqul puede ser preferente no agregar el sustrato a.
someter a la degradacién de las cadenas laterales, en una sola
vez al medio de reaccidn sino efectuar ésta adicidn poco a poco
en el transcurso de la reaccidn. Preferentemenfe Se agrega el
sustrato de partida en esta formavde ejeducidn esenciaglmente en
forma continua a la mezcla de reaccidn en el transcurso de la

reaccibn de degradacidén. De esta manera se puede elevar frecuen

temente el rendimiento de los productos de degradacidn desea-
dos.

El cultivo se cultiva en un medio nutriente que cdmo
fuente de carbono contenga bién las esterinas a transformar o
tambidn ademds ulteriores fuentes de carbono metabolizables,
as{ como las sustancias nutrientes y de crecimiento necesarias
por estos microorganismos. Especialmente ventajoso para el cre-

cimiento de los microorganismos son, por ejemplo, parafina,

glicerina, 4cidos carboxilicos, fécula, dextrina, sacarosa, glu
cosa, fructosa y productos residuales conteniendo azucar. Fuen-

tes de nitrégeno adecuadas son las sales aménicas, nitratos,
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peptonas, agua de esponjamiento de maiz, harina de soja y
harina de pescado. Ademéds se pueden agregar aceleradores de

la fermetacidn, tales como, estracto de levadura y vitaminas,
Fl medio nutriente contiene ademds convenientemente sales inor-
génicas, tales como fosfatos de sodio, potasio, aménio, asi
como sales de calcio, magnesio, manganeso o hierro.

El emulsionado de las esterinas en el medio nuirientq
se efectia preferentementie mediante emulsionantes conocidbs,'
por ejemplo, mediante dcido graso-éster de sorbitano o sus
productos de adicidn de dxido etilénico, pdlioxietilenmonclavril-
éter o amidoalquilbetaina de écido graso.

_El medio de cultivo empleado se esteriliza antes dé
comenzar el cultivo de las bacterias, convenientemente por cér
lentamiento., Despuéds de enfriar e inyectar el medio de cultivo
con un cultivo previo adecuado de la cepa de bacterias a trars-
formar se incuba entre 25 hasta 552C, preferentemente a 27 has-
ta 302C. El Py de la solucién nutriente se encuentra entre el
Py 4 hasta 8,5, preferentemente 7,0 hasta 8,0. El cultivo se
alimenta con oxigeno por agitacidn, vibracidn o introduccidn
de gas y se incuba hasta la degradacidén completa de la esteri-
na hasta el grado deseado. la degradacidn de la esterina exi-
ge, segin la concentracidén del sustrato y las demds condicio-
nes de fermentacidn, por regla general 24 hasta 160 horas,

Bl producto de procedimiento obtenido se esta manera,
que generalmente se enriquecimiento en el caldo de fermentacidni
se puede obtener en forma en si conocida de la mezcla de reac-
¢idén. Asi se pueden aislar, por ejemplo, compuestos de BNC por
extraccidn con dilsolventes orgdnicos, tales como metilisobutil-

cetona, éster acético, n~hexanol, n-octanol, cloroformo o n-he-

xano, del medio de culfivo antes o despuéds de separar las cé-
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lulas.

Por ejemplo se logra un aislamiento de los compuestos
de BNC extrafiendo un litro de una solucidn de fermentacidn, que
conﬁiene 1l g de BNC, con aproximadamente el mismo volumen de di-
solvente orgdnico, tal como con metilisobutilcetona, éster acé-
tico, n-hexanol, n-ocvanol, cloroformo o n?hexano, en el per-
forador, turbo-agitador o embudo-separador. R

En'los dos casos mencionadés em dltimo lugar se ha
de realizar para la separacidén de la fase orgénica que conﬁiéée
el BNC de la emulsidn se ha realizar a continuacidn una etépét
de centrifugacidén.- |

Después de evaporar el disolvente queda un residuo "’
conteniendo el BNC que, después de recristalizar, pbr ejemplio,
en benceno, se puede elaborar al.BNCvpuro del p.f. 233 hasta
236¢C.

Ia extraccidén del disolvente es especialmente.posible
en la zona de py 4cida. Para ello se ajusfa por ejemplo con
H2304 a2l 50 % a aproximadamente un Py 2 ¥ se extrae con metil-
isobutileetona, éster dcido acético, n-hexanol, n-octanol, clo-

roformo o n-nexano en la forma anteriormente indicada. Después

de evaporar la fase orgdnica se obitiene también agul un residuoe

al producto puro del p.f. 233 hasta 2369C. Ia extraccidén se pue~
de realizar también en la zona neutra.

Alternativamente tambidn es posible una purificacidn
por intercambio de aiones. Para ello se concentra conveniente—
mente primeramente la solucidn de fermentacidn y después se ajus
t2 a un valor alcalino, por ejemplo, a un py 12. Despuds de agre

gar una cantidad limitada de metanol v agitar en el turbo-agita-

dor se separa la masa de células mediante una centrifuga de paso
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Lo gobrenadante acuoso-metandlico se bombea a través de una co=-
lumna intercambiadora de iones que estd llenada con una resina
intercambiadora de alones, por ejemplo, en forma de acetato.
El BNC formado es aqui ligado totalmente en el intercambiador
de iones. Por elucidn con deido acético al 10 % en metanol se
obtiene un producto que primeramente contiene principalmente
BNC, después de recristalizar se obtiene también aqui el BNC.
puro del p.f. 233 hasta 2369C. o
Seguin una forma de ejecucién preferente se logra_eiw
aislamiento de los compuestos de BNC del liquido fermentador t
simpremente mediante precipitacidn en la Zona d4cida y separa-
cidén por filtracidn. Para ello se filtra primeramente el 1idui-
do fermentador ajustédo alcalinamente para retirar el matefiél
de células y demds componentes sélidos. A continuacidn se acidi-
fica precipiténdose as{ el BNC en forma sélida, filtrable, » S8
puede obtener, por ejemplo, por simple separacidn por succién.
Pare acidificar se puede emplear cualquier dcido mi-
neral, pero también se pueden emplear dcidos orgénicos, por ejem-
plo, dcido acético y hasta €O, gaseoso. A un Py 5 se ha logra-
do une precipitacidn prédcticamente total. Para la mejor filira-
pilidad puede ser ventajoso calentar brevemente la suspensidn.
El sélido aislado puede contener hasta un 90 % de
compuestos de BNC. De éstos se pueden obtener los compuestos
puros por recristalizacidn.

Detalles especiales respecto a la invencidn

Las enseflanzas de la invencidn no solo se pueden rea-
lizar con susiraios de esteroides naturales tales como coleste-
rina, sitosterina, etc. Productos de partida adecuados para una

transformacién a, por ejemplo, A-4- y/o p-1,4 BNC son también

los derivados del mismo, tales como colestenona, sitostenona,
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a2l grupo de las bacterias corineformes puede ser un producto

de partida especialmente adecuado para la obtencidén de los.mu-
tantes de bloque de defecto deseado. Esta cepa Chol. 73, que se
ha depositado con el mimero de depdsito CBS 660.77 en Baarn,
Holanda, asi como bajo el ntimero de depésito ATCC 31384 en Rocke
ville, Maryland, USA,rse comprobd con méds detalle morfoldg??a—

mente y deade el punto de vista del crecimiento fisioldgigos

Se

1.

24
3.
4

8.

9.

10.

estigmastenona y similares. Dentro del marco de los trabajos de

apreciaron aqui las siguientes propiedades:

Forma de células

Formacidn de esporas
Gramobidn coloreamiento
Forma de las colonias sobre
placas de bouillon de agar

Crecimiento sobre glucosa-
agar

Crecimiento sobre glucosa-
nitrato-agar
Crecimiento sobre agar de

petata

Crecimiento sobre glucosa-
asparagina-ggar

Crecimiento sobre fécula-
agar

Crecimiento sobre calcio-
caseinato-agar

- 29'-

irregular, principalmen®e bas-
toncillos cortos, parcialmente
cocoides o también bastoncillos
més largos, parcialmente rami-
ficados, en parte acodados;
cultivos may jévenes: con bas-
foncillos principalmentec lar-
g0s, ligeramente ramificados.

negativo
positivo

pequellas colonias redondas,
color crema, margen liseo, con-
versas, lisas, brillantes.

Crecimiento mds woluminoso,
por lo demds como bajo 4.

crecimiento algo més wvoluminosd
por 1o demds como bajo 4. ’

colonias en conjunto algo méds
ro jizas, por lo demds como ba=-
jo 4.

colonias mucho mds pequefias,
redondas, de color crema, hoYe
de 1liso, brillantes.

colonias de tamaifio medio, redony
das, en parte solapadas, de €O«
lor crema, brillante, mds hime-
das que sobre BA.

crecimiento méds lento, ninguna
formacidn de halo caseolitice.
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1z,
13.
14.

15.
16.
17.
18.

1.

20.
21.
22,

23.

0,5
1,8
0,5
0,2
0,2
0,02
0,5
1,0

Crecimiento sobre leche des~
natada

Formacidn de indol de tripto-
fano

Pormacidn de dcido/prueba ro-
jo de metilo

Reaccién de voges-proskauer
(formacién de acetoina):

Crecimiento sobre citrate
Reduceidn de NO, e NO,
Reduceidn de NO2

Aprovechamiento de hidrato
de carbono

Caldo de NaCl

Disociacidn de ures
Necesidades de oxigeno

Tempersturas de crecimiento

Crecimiento sobre

g de NaH,PO,

g de K2HP04

g de MgSO4 x 7H20
g de MhSO4 b4 4H20
g de CaCl, x 2H,0
g de FeSO4 x TH,0
g de NH4N03

g

de Tween 80

- 30 ~

negativo y ninguna coagulas
cidn.

negativo.
negativo.
negativo.

muy débil hasta negativo.
negativo,
ligeramente positiVu,f

crecimiento sobre glucosa,
fructosa, sacarosa, malto~
sa, manosa, lactosa, galact
tosa, manita, ramnose, arabi
nose y fécula; sin embargo
en ningin @so formacidén de
gas o de 4cido.

buen crecimiento hasta un
3 % de NaCl, debil creci-
miento hasta {in 5§ %, nin-
gin crecimiento a partir
de un 7%.

posgitivo. ;
extrictamente aerdbico.

crecimiento entre 19 ¥y
372C, buen cerecimiento al=-
rededor de 302C.

pequefias colonias blancas
después de 6 dias.

2,0 g de colesterina

1000 cc de dest. H,0, Py 6,8
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Bstae cepa salvaje se mubta por tratamiento con l-metil
3-nitro-l-nitrosoguanidina como descrito en los ejémplos siguie]
tes. La poblacidn de mutantes se elabora en el procedimiento se
gin la presente invencién. Se obtuvieron asi nueves mutantes de
blogue Chol.spec. T73-Ml1l que se depositaron en Baarn, Holanda,
bajo el nimero de depdsito CBS 437.77 asi como bajo el nimero
de depdsito ATCC 31385 en Rockville, Maryland, USA, Estevngevo
mutante de bloque adecuado para la obtencidn libre de iﬁﬂ&bidor
de dcido 3~oxo~pregna-4-en-20-carboxilice y/o 4cido 3-025;é§eg—

na-l,4-dien~20-carboxilico, también bajo ausencia de inhitido-

res que inhiban la degradacidn del anillo esteroide y/o el nre=|

cimiento. As{ se obiiene, por ejemplo, de colesterina como pro-
ducto de partida el A-~4 BNC y/o O-1,4 BNC en altos rendimientos
- junto con solo ligeras cantidades de AD y/o ADD.

Ljemplo 1

A Obtencidn de cepas salvajes adecuadas

Después de los métodos de enriquecimiento en si usua-
les se aislan de muestran de tierra microorgenismos degradado~
res de esterine que primeramente se comprueban en un ensayo de

placas de agar con respecto a su capacidad de crecer sobre co-

lesterina. Las cepas que con colesterina como Unica fuente de

carbono muestran un claro crecimiento de colonias se someten a |

un procedimientoc de seleccidn ulterior.

B Determinacidn del factor dé crecimiento a

Para determinar el factor de crecimiento a se culti-
van log cultivos puros aislados aerobicamente en cultivos de
agitacidn en el siguiente medio (por litro):

1,0 g de KH2P04
0,5 g de 1igS0, . 7 Hy0

1= Juann

0,1 g de WaCl
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0,1 g de CaCl, . 2 Hy0

5 g de (NH4)2SO4

1,0 g de Tween 80 (monooleato de polioxietilensorbitamo)

2,0 g del compuesto de esterina de cadenas laterales 1;-C,
por ejemplo, colesterina o sifosterina .

0,5 g de extracto de levadura

0,01 g de l-histidina

0,02 g de dl-metionina

0,02 g de dl-triptofano

2 g de biotina

400 )g de pantotenato de caleio

2  jpg de dcido félico

2000 pg de inosita

400 pg de niacina

200 J& de &4cido p-aminobenzoico

400 /yg de hidrocloruro de piridoxina

200 g de riboflavina

400 pg de hidrocloruro de tiamina

solucibén de eleméntos en huellas

pH del medio de cultivo 6,8,

Para determinar la densidad 6ptica de la suspensién
de células se toman cada vez en periodos de 24 horas muestras
v se mide la extincidn (E') en elvfotdmetro de Zeiss (tipo PL 4
con una longitud de onda de 620 nm (d = 1 cm) contra agua des-
tilada., El factor de crecimiento a se desprende como densidad
éptica méxima al final de la fase de crecimiento logaritmics
menos la extincidén de partida Ey,

C Determinacidn del factor de seleccidn b

Aquellas cepas salvajes que en el ensayo del matrsz

agitador con colesterina muestran el mejor crecimiento se com-
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‘prueban a continuacidén en el ensayo de Warburg con colesteri-
na marcada 26—140 y 4-140, con resnecto a su capacidad de de~
gradar la cadena lateral de la colesterina.

El cultivo de las cepas se efectia en un matraz de
Erlenmeyer de 500 cc con 150 cc de solucidn nutriente de la si-
guiente composicidn: 1,56 % de peptona, 0,28 % de extracto de
levadura, 0,56 % de NaCl, 0,10 % de glucosa, 0,10 % de Tween 80,
0,05 % de colesterina, py 7,2. las cepas se cultivan durarte
48 horas a 3690 en la mdquina vibradora, las células se éeggran’
a continuacidén por centrifugacidn, se lavan dos veces con. tam
pén de PO, 0,05 molar (pH 7,2) v se vuelven a suspender en’el
mismo volumen de tampdn.

Para el ensayo de Warburg se incuban 2,4 cc de suspen—
sidén de células con 0,2 cc de solucidn de colesterina (5 u mol- |
les de colesterina y 20000 cpm de 4-140 0 26-014). El o, radioag
tivo disociado se recoge en 0,2 cc de etanolamina (en el resi-
piente central). La reaccidn se para después de 6 horas a 309C
mediante vertido de 0,2 ce de H’2504 6-n ¥y simulténeamenté se
expusa el €0, ain existente en la suspensién. Para la medicidn
del 14302 gbsorbido se extraen del recipiente de Warburg 0,1 cc
de etanolamina y se mide la actividad en el contador sczintila-
dor (firma Berthold u. Frieseke, tipo bF 5 000). El factor de
selectivided b es el cociente de 267100,/ 4-1400,.

Segin este proceder se selecciona finalmente la cepa
salvaje Chol 73 que muestra un factor de crecimiento a = 3,71
¥y un fgctor de selectividad b = 5,0. Esta cepa se emplea para la
obtencidn de los mutantes de blogue deseados.

A continuacidn se seflalan une serie de cepas salvajes

que en el ensayo de Warburg muestran un factor de selectividad

favorable b(26-l4002/4-14002) y que han sido aislados por el so0-~
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licitante:

Demonacidén n¢ de depdsito factor de seleccidn
interna b

SC- 18 T ISM 1 419 1,1

Sc- 89 ISM 1 421 1,2

5C-104 ATGC 31 455 1,9

SC-338 ISM 1 425 1,7

8C-358 DSM 1 427 1,2

S0-372 DSM 1 428 2,3

Ejemplo 2

A Mutacidn

Partiendo de la cepa Chol 73 se aislaron segin el mé-
todo de mutacidén y seleccidn ya detalladamente descrito la au-
tante Chol 73-NM 11,

B Obtencién de mutantes con rendimientos de BNC incrementados

1. Tratemtento de mutacidn mediante radiacién ultravioleta:

Para elevar los rendimientoé de BNC se someie la cepa
de mutantes Col 73-M 11 a un nuevo tratamiento de mutecidn. Ia
cepa Se multiplica primeramente en la siguiente solucidn nutrier-
te & 3020 en la mdquina vibradora (solucidn nutriente A): 0,8 %
de peptona, 0,9 # de extracto de levadura, 0,3 # de glucosa, 0,&6
# de Tween 80, 0,06 % de colesterina, py T,2.

Después de alcanzarse la fase crecimiento logaritmica
se Separan las células por centrifugacién, se lavan dos veces
con tampdn de 204 0,1 molar esterilizado (pH 6,5), se vuelven
g suspender en el mismo tampén y bajo el microscopio se ajusta

8

la densidad de célulcs a 10° células/cc. 8 cc de ésta suspensidn

de células se trasladan a un cuenco de Petri y se irradian du~

rante 90 segundos bajo la ldmpara ultravioleta (separacidn 30 m,
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lémpara de irradiacién UV de la firma Schitt Jun., GYttingen).

C Selececidn y aislamiento de las cepas de mutantes deseadas

1. Enriquecimiento de las cepas con inhibicidn Peducida del
producto final:

Ia suspensidn de células irradiadas con UV se-cuiti—
va a continuacidén en el siguiente caldo mutriente: 0,05 # de
NeH,P0,, 0,20 % de K,HP0,, 0,05 % de ¥gS0, . THy0, 0,02 % de
CaCL,.2H,0, 0,005 % de ¥nS0, . 4Hy0, 0,005 % de (Fe)280¢;"?ﬁ20,
0,10 % de (NH,),80,, 0,0001 % de Biotin, 0,10 % de BRIJ .34 -
(polioxietilenmonolauriléter), 0,50 % de clolesterina, 0,50 %
de CNC, py 7,2. Después de una duracidn de incubacidn de.72'ho-
ras se traslada- 3 cc de solucién de cultive a solucién nutrien
te A ffesca y nuevamente se cultiva aerdbicamente durante 48
horas a 30¢C.

2. Método de benicilinac

Para e;iminar posibles revertantes se somete la solu-
cidén de cultivo crecida a continuacidn a un tratamiento de pe-
nicilina. 0,1 cc debesfa suspensidén de células se trasladan a
10 cc de la siguiente solucién rutrients: 0,05 % de NaH,PO,,
0,20 &% de KZHPO4, 0,05 % de MgSO4.7H20, 0,02 # de Call,.2H,0,
0,005 % de ¥nS0, .4H,0, 0,005 % de (Fe)2$04.7H20, 0,10 % de
(NH4)2804, 0,0001 % de Biotin, 0,10 % de BRIJ 35 (polioxietil-
enmonolanriléter), 0,10 % de BNC, py 7,2. Después de agitar
durante 18 horas a 302C se diluye con solucidn nutriente fres-
ca, previamente calentada, de la misma composicidn, a aproxi-

6

madamente 10° células por cc¢, se agregan 1000 UI de penicilina

G y se sigue incubando durante 5 horas a 3092C, Despuéds se reti-

ra el antibidtico mediante separacidn por centrifugacidn de las|

células y lavado con solucidn de sal comin esterilizada, fisiol

gica, y las células se incuban en el medio arriba -menciorado cor

}
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1,0 # de colesterina en lugar de BNC, durante otras 48 horas.

A continuacidn se coloca la suspensidn de células sobre el mis-
mo medio nutriente mds 1,6 % de agar en placas y las colonias
de sobre este medio de mayor concentracidn de sustrato muestran
el mejor crecimiento se emplean como cultivos de cepas.

De esta m=nera se aislan las cepas que despuéds de la
incubacién con colesterina dieron buenos rendimientos en BNC.
Algunas de estas cepas se depositaron en la Deutschen Sammlung
fir Mikroorganismen (ISH) en GSttingen.

Denominacidn n¢ de depdsito Rendimientos de ENC
interna ——e
T 137 DSM 1 435 315 mg/100 ce

2139 ISH 1 437 305 me/100 ce

T 162 DSM 1 439 321 mg/100 cc

T 166 DSM 1 442 308 mg/100 cc

T 190 DSM 1 443 318 mg/100 ce

7 191 ISH 1 444 392 mg/100 cc

é 244 DSM 1 445 : 302 mg/100 cc
Ejemplo 3

A Rendimientos en BNC de las cepas de mutantes mds activas

Ias cepes se cultivaron aerobicamente en el matraz
de Erlenmeyer de 500 cc de capacidad con 100 ce de solucidn
mitriente de la siguiente composicidén: 0,5 # de peptona, 0,8 %
de extracto de levadura, 0,4 % de gluten de mafz, 0,3 # de glu-
cosa, 0,05 # de Tween 80, 0,05 %# de colesterina, py 7,2, EL
cultivo se cultivd previamente en la mdquina agitadora (fre-
cuencia de asgitacidn 150 r.p.m.) a 302C duranfe 48 hores, a

continuacidn se agregaron un 0,2 ¥ de emulsionante y 0,5 % de

colesterina y se signié incubando durante otras 120 horas, Des-
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pués de interrumpir los cultivos se tomaron muesiras que se aju
taron a un py 2,0, se extrajeron 1:1 con éster'acético vy se
analizaron por cromatografia de capa delgada. Los rendimientos
de las distintas cepas se han indicado en el ejemplo 2 en la
tabla bajo C/2.

Ejemplo &

Ia acumulacidén de los metabolitoes indeseados colest-
4mene3-on y colesta—l,4-dien—3—ona del sustrato colesteripa
por la cepé ATCC 3 185 se puede inhibir ampliamente si el éus—
trato a transformar se agrega en forma continua al prepérgdo
de reaccidn. Vale lo correspondiente para los demds sustréﬁps

de esterinza.

Dos fermentadores de un litro de capacidad contenien<

do 400 cc de solucidn nutriente esterilizada (0,9 % de pepﬁona,
0,9 & de agua de esponjamiento de maiz, 0,9 % de extracto de
levadura, 0,5 % de KyHPO4y 0,5 % de glicerina, 0,1 % de poli-
propilenglicol, Py 6;5) se inyectan con 50 cc de un cultivo
previo bién crecido de la cepa ATCC 3 185 que habia sido incu-
bada en un medio nutriente (0,9 4 de peptona, 0,9 % de extrac-
to de levadura, 0,5 % de glicerina; Py 6,5) durante 48 horas
a 3000, Ios fermentadores se agitaron a 3090'y se ventilaron
con 500 cc de aire/minuto.

En un fermentador se introduce, después de incubar
durante 24 horas, una emulsidn de 5 g de colesterina, 1 g de
monostearato de sorbitano, 4 cc de polipropilenglicol ¥y 4 cec
de NaQOH 1-n en 100 cc de Hy0 a través de una bomba dosificado-|
ra. La bomba dosificadora conducia por hora 5 cc de suspensién
de manera que la adicidn del sustractc se extendid desde la

hora de fermentacidn 24 hasta la hora de fermentacidn 44. Des=

vués de 44 y T8 horas se tomarondel fermentador 100 cc de cal-
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do de cultivo, después de acidificar con dcido sulfirico y extraer
con metilisobutilcetona se determinaron los procuctos de fermen—
tacidn cuantitativamentie mediante cromatograff{a de capa delgada.

En el preparado de control se introdujo la cantidad de
5. | sustrato total después de 24 horas en el fermentador.

Con la adicidn en forma contimuada del sustrato se de-
terminaron después de una duracidén de fermentacidn de 44 horas
las siguientes cantidades: (mg/100 cec): colesterina 120, coles—
tenona méds colestadienona 40, 4cido bisnorcolondnico 100;. des~
10.| pués de 78 horaé de fermentacidn: colesterina 20, colestenons
més colestadienona 5, 4dcido bisnorcolondnico 260.

En la adicidn en tandas del sustrato se determinaron
después de 44 horas de duracidén de la fermentacidn (mg/100 cec):
colesterina 100, colestenona mds colestadienona 240, dcido bis-
15.| norcolondnico 80; después de 78 horas de fermentecién: coleste-
rine 40, colestenona 100, écido bisnorcolendnico 180.

Ejemplo 5

Tratamiento de mutacidn con metansulfonate de etilos

La cepa SC 104 se cultiva en una solucidn nutriente de
204 0,9 % de peptona mds 0,9 % de extracto de levadura y despuds de
alcanzar la fase de crecimiento logaritmice se separa por cen-
trifugacidn, se lava dos veces con tampén de fosfato esteriliza-
do (0,5 molar, Py 7,5) ¥ se vuelve a suspender en el mismo tam-
pén de menera que la densidad de células ascienda a 108 células/|
254 cc. A la suspensidn de célules se agrege el metansulfonato de
etilo de manera que la concentracién de la sustancia mutdgena

sea de 0,1 molar. Fl preparado se agite durante 2 horas a tem-

perature embiente, & continuacidn se separan les células por cen
trifugacidén, se lava dos veces con tampén de fosfato y a conti-

304 nuacidn se vuelven a suspender en solucién nutriente fresca y
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" se incuba.

Ejemplo 6
Obtencidn de la mutante CBS 437.77 o bién ATCC 31 385 de la'eepe
salvaje Chol 73 (CBS 660.77 o bién ATCC 31 384).

A) Numerosos microorganismos degradadores de esterina se 2isla-
ron de mmestra de tierra segin los métodos de enriquecimiento
usuales. Entre estas cepas se buscaron a continuacidn por incu-

bacidén con colesterina marcada 4-14 C y 26-14 C microorganismos

cadenas laterales. Aqul demostrd la cepa Chol 73 con 26-14° G-
colestering las médximas proporciones de degradacidén y demoéxrd
ser asi especialmente adecuada para la seleccidén de los mutan-
tes defectuosos de degradacidn.

E1 método descrito a contimuacidn del zislamiento- de
los mutantes no solo se puede emplear para la presente cepa .
Chol 73 pertenéeciente al grupo de las bacterias corineformes,
sino también para cualquier otra especie.

La mutacidn de la cepa Chol 73 se efectud por trata-
miento con l-metil-3-nitro-l-nitrosoguanidina. Ias células se
cultivaron durante 48 horas a 309C en medio A.

Medio A: 1,0 % de extracto de levadura
1,0 % de peptona
0,5 % de glucosa
Py 745
El cultivo de células con un titulo de células de 2 X

8

10° células/cc se traté durante 1 hora a 308C con el compuesto

- mutdgeno (1 mg/cc), a continuacidn se lavéd y se cultivd durante |

otros 3 dfas en medio nutriente B hasta un titulo de ¢élulas

109 células/cc.

X




5.

10.

15.

20.

25.

'1os mtantes con defectos en el sistema degradador del anillo

30.

- 40 -

Medio B: 0,05 % de dihidrogenofosfato sddico

0,20 % de dihidrogenofosfato dipotdsico

0,05 % de sulfato de magnesio x 7 H,0

0,02 % de cloruro de calcio x 2 H,0

0,005 % de sulfato de manganeso x 4 H,0

0,005 % de sulfato de hierro II x 7 Hy0

0,10 % de sulfato amdnico

0,0001 % de D~biotina.
B) 0,1 cc de esta solucidn de cultivo asi obtenida se trasladd
a 10 cc de medio nutriente B con adicidén de 0,1 % de polioxi-
metilmonolauriléter y 0,1 % de dcido 3-oxp—pregna~1,4—dien;éb-

carboxf{lico y se inoubdé durente 36 horas a 308G, Para formentar

se diluyd conmedio muiriente fresco, prevismente calentado, de
la misma composicidn, a 106 células/ce, se agregaron 1000 UI
de penicilina G/cc ¥ se incubd durante otras 24 horas a 302C.
Después se lavaron las células se aplicaron sobre placas de
agar con medio nutriente Bmds un 2 % de agar y 0,5 % de glice-
rina. Después de mibiplicarse las células a colonias grandes
visibles se estampé con la técnica de estampacién de Replice
sobre agar nutriente B mds un 0,1 % de polioxietilenmonolauril-
éter y 0,1 % de 4cido 3-oxo-pregna-1l,4-dien-20-carboxilico y
ge incubd de nuevo. Dentro del marco de este tamizado se aisla-
ron més de 50 colonias de mutantes que, desvués de estampar So-
bre terrenoc nuiriente conteniendo esteroide ya no crecieron mds|
Para la seleccidn de los mutantes més interesantes se
inyectaron las cepas con 2 cc¢ de solucidn nutriente A, se incubg
durante 24 horas a 302C, después se mezecld adicionalmente con

un 0,2 # de polioxietilenmonolauriléter y 0,2 % de colesterina j

despuéds de otras 72 horas se analizd la solucidn de cultivo. EL
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contenido de los tubitos se agitd en cada caso con 0,5 cc de
metilisobutilcetona, se centrifigd, se aplicaron cantidades
alicuotas de la fase orgénica sobre placas de gel de silice de

Merck y se reveld en la mezcla de eluyente benceno-acetato de

" etilo (70 + 30). ILa demostracidén de los esteroides sobre la pls

ca de cromatografia se realizd por pulverizacidn con la mezcla
de H2804 concentrado + etanol (1 + 1) y calentamiento a conti-
nuacidn a 120¢C. Aqui se aprecid la cepa de CBS 437.77 ofbién

ATCC 31 385.como mutante que posee un bloque en la degra@a¢;6n

del sistema de anillo de la esterina. .

2

Ejemplo 7 ’ ‘-:]~

Para la comprobacidn mds exacta de la transformacién
de esterina por el corynebacterium CBS 437.77 o bién ATCC 31
385 se cultivé previamente la cepa en un preparado de mairaz
de agitacidn con 100 cc de solucidn nutriente 4 a 30¢C y una
frecuencié de agitacidn de 150 r.p.m. durante 24 horas. Después
se agregaron un 0,1 % de solucidn de colesterina y en distintos
periodos de tiempo se tomaron muestra que se snalizaron.

20 cc de la solucidn de cultivo se ajustaron con dei-
do sulfiérico 2-n a2 wn Py 2,0 y el perforador se extrajo durante
3 horas con metilisobutilcetona, éster acético, n-hexanol, n-
octanol, cloroformo ¢ n-hexano. Cantidades alicuotas de la fase
orgénica se aplicaron sobre placas de gel de silice de Merck y
se revelaron en la mezcla de eluyente tolueno-butanona (80 + 20
Ia evaluacién de la cromatografia se efectud en un scanner de
capa delgada & 250 nm. Como componente principal de la trans-
formacidén de colesterina se hallaron 50 mg de 4cido 3-oxo-preg-
na =-l,4~dien=-20-carboxilico junto con reducidas cantidades de

androst-4-en~3,1l7-diona y androst-l,4-dien-3,Ll7-diona.

Ejemplo 8
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Ejemplo 8

Para la ulterior comprobacidén de la transformacidn de
esterina por el corynebacterium spec. CBS 437.77 o bién ATCC
31385 se cultivd previamente la cepa en un preparade en matraz
agitador con 100 cc de soluci&n nutriente A a 300C & ung fre-~
cuencia de agitacidn de 150 r.p.m. durante 24 horas., Despuds se
agregaron un 0,1 # de monooleato de polioxietilensorbitano y un
0,1 # de solucidn sitosterina y en distintos periodos de.tigmpo
se tomaron muestran que se analizaron.

20 cc de solucidén de cultivo se gjustaron con dcido
sulfirico 2-n a un Py 2,0 y en el.perforador se extrajo durante
3 horas con acetato de etilo. Cantidades alicuotas de la fase
orgdnica se aplicaron sobre placas de gel de silice de Merck
¥y se revelaron en la mezcla de eluyente polueno-butanona-(80 +
20)., Ia evaluacidén de la cromatografia se efectud en un scanner
de capa delgada a 250 nm. Aqui sé demostré le formacidn de 20-
carboxi-pregna-l,4-dien~3~ona y 20-carboxi-pregna-4-en-3-ona
junto con reducidas cantidades de androst-4-en-3,l7-diona y
androst-l,4~dien-3,17-diona.

Ejemplo 9

Ia solucidén de cultivo del ejemplo 7 se concentrd en
el evaporador rotativo a 1/4 de su volumen inicial, se ajustd
con NaOH a un Py 13 y se mezcld con tres veces su volumen de
metanol y la mesa de cdlulas se separd a continuacidn por cen-
trifugacidn. La solucidn de cultivo libre de células se pasd
8 través de una columna intercambiadora de aniones en forma
de acetato y eluyendo con metanol se separaron primeramente la
androst-4-en-3,17-diona, androst-l,4-dien-3,17-diona y huellas
de colestenona. Ia 20-carboxi-pregne-4-en-3-ona y 20-carboxi-

pregna-l,4-dien-3-ona se separaron a continuacidén del intercam-
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biador de iones con 4cido acético al 10 € y se enriguecieron.

El elusdo enriquecido se evapord hasta sequedad, se recogid con

amoniaco al 5 % bajo ligero calentamiento, se enfrid a 4°C y

los productos precipitados se separaron por filtracidn. Median—|

te solubilizacidn, extraccidn en éter y recristalizacidn en ben
ceno repetidavse pudo purificar ampliamente el dcido 3-oxo-preg
na-1,4-dien-c0-carboxilico.

" Descrita suficiéntemente la naturaleza del invento,
asi como la-manera de realizarlo en la prdctica, debe habgrse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas, son sus-
ceptibles de modificaciones de detalle en cuanto no alteren:

su principio fundamental.
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- -. REIVINDICACIONES
P Prbce&imienté‘pa?a Ja sbtencidn de compuestos de

4cido 17-C-esteroide~« -propidnico por disociacién de la cade=~
na laterél microbial en sustratos de esterocides de cadenas late-
rales 17-C, caracterizado porque a) mutantes de bl&que de defec-
to de microorganismos, que también bajo ausencia de }os inhibi-
dores de la degradacién del anillo esteroide y/o inhibidores del
crecimiento suministran compuestos esteroides con el resto del
dcido 17-C~ & -propidnico, se cultivan en un medio nutriente acuo
so bajo condiciones aerdbices en presencia del sustrato de este-
roide bajo enriquecimiento de los compuestos de dcido 17-C-este
roide- o =propidnico en el caldo de fermentacién y b) los com-
puestos de dcido 17-C-esteroide- o -propidnico formados se ais-
lan.

2.~ Procedimiento segin la reivindicacién 1, caracte-

rizado porque para la obtencidén de dcido 3-oxo-pregna-i-en-20-

 carboxflico ( A -4 BNC) y/o 4cido 3-oxo-pregna-1,4-dien-20-car

boxflico ( & -1,4 BNC) a) un microorganismo suministrador,
tambien bajo ausencia de inhibidores para la inhibicién de la
degradacién del anillo esteroide y/o del crecimiento de L 4

BNC y/o A-1,4 BNC en un rendimiento de como minimo un 15% en

peso, referido al sustrato de esteroide empleado, se cultiva en

un medio nutriente acuoso bajo condiciones aerdbicas y en pre-
sgncia de un sustrato de esteroide de cadena lateral 17-C bajo
enriquecimiento de 4cido 3-oxo-pregna-i-en-20-carboxflico y/o

J-oxo-pregna-1,4~dien-20-carbox{lico y b) a continuacidén se ais-
la el 4cido 3-oXo-pregna-b-en-20-carbox{lico y/o dcido 3-oxo-
- 1,4=-dien-20-carboxilico formado.,

3.~ Procedimiento segin la reivindicaciones 1 ¢ 2,
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caracterizado perque se trabaja con mutante de bloque de defec—
to como microorganismos que se han cuitivado por mutacidén y
seleccidn a continuacidn de aquellas cepas salvajes seleccio=-
nadas que son capaces de crecer sobre compuesios esteroides
con cadenas laterales 17-C como, preferentemente, unica fuen-
te de carbono, como minimo con velocidad de degradacién aproxi-|
madamente iguzl para la cadena lateral como para la parte de
anillo de los compuestos esteroides, pero que, preferen@pge;te,
sin embargo, tienen una velocidad de degradacidn de cadéﬁg:}a-
teral mas elevada. ' :;

4.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1 hgsta
3, caracterizado porque los mutantes de bloque empleados”se
han cultivado de cepas salvajes que, en el crecimiento sobre
compuestos esteroides, den un rendimiento de degradacién selec-

tivo bajo condiciones standard segin la férmula general
I=2a .10

donde a es el factor de crecimiento y b el factor de selecti-
vidad del crecimiento de la cepa szalvaje y el Indice de selec~
tividad I muestra el valor numeral de como minimo 10, prefe-
rentemente de como minimo 100.

5.= Procedimiento segin la reivindicacidn 4, carac-
terizado porque el Indice de selectividad I de la cepa salvaje
asciende como minimo a 10°.

6.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1 has-
ta 5,-caracterizado porque el factor de selectividad b de la
cepa salvaje empleada para el cultivo de los mutantes de blo-

que asciende como minimo a 2, y el factor de crecimiento a

preferentemente a 0,2, en especizl asimismo & como minimo 1.
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7.~ Procedimiento segin las reivindicaciones ) has-
ta 6, caracterizado porque el cultivo de las cepas salvajes pa-
ré 1a selecciln a continuacidn segin su indice de selectividad
I se ha efectuado sobre un compuesto de esteroide de cadenz la-
teral 17~C de aquella clase, como fuente de carboné, que Se emd
plea en el procedimiento principal como material de utilizacién,
siendo preferentemente este compuesto esteroide la dnica fuen-
te de carbono empleada para el cultivo de lag cepasg salvajes.

8.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1. has
ta 7, caracterizado porque se ftrabaja con aguellos mutantes
de bloque de defecto que en el cultivo de la poblacién de mu~
tantes de uns mutacidn conocida de las cepas salvajes selec-
cionadas no crecen o précticamente no crecen sobre un medio
de separacidn de mutantes, mieniras las cepas de mutantes.
acompaflantes indeseadas crecen y de esta manera o bién duran-
te su crecimiento han sido matados.

9.~ Procedimiento segin la reivindicacidén 8, carac-
terizado porque como medio se Separacidén de los mutantes se
ha empleado un medio nutriente acuoso que, como fuente de car-
bono, contiene un compuesto esteroide con una cadena lateral
17-C con hasta 5 4dtomos de carbono o en la posicién 17-C tam-
poco contiene una cadena lateral, habiéndose empleado, sin em-
bargo, preferentemente un compuesto esteroide con 3 diomos de
carbono en lea cadena lateral 17-C.

10.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 8 y
9, caracterizado porque en el medio de separacidén de mutantes
como fuente de carbono se ha empleado como minimo un compueg-
to de deido 17-C-esteroide-o!-propidnico y éste se emplea aqui

preferentemente como Unica fuente de carbono del medio de se-

paracidn.
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1l.~ Procedimiento segiin las reivindicaciones 8 has-
ta 10, caracterizado porque el (los) compuesto(s) de 4cide
17~-C-esteroide- A-propidnico deseado(s) como producto del pro-
cedimiento se han empleado como unica fuente de carbono en el
medio se separacidén de los mtantes.

12.~ Procedimiento segin lag reivindicaciones 8 has- |
ta 11, caracterizado porque las cepas que crecen en el medio
de separacidn de los mutantes se han matado en presencia de
mutantes de bloque de defecto no crecientes y sin dafiarles, -
por ejemplo, por adicidén de antibidticos o bajo el empleo de
032, |

13.- Procedimiento segin las reivindicaciones 1 hés—
ta 12, caracterizado porque se trabaja bajo ausenciz de o, '-
dipiridilo o 8-hidroxiquinolina y, preferentemente, también
bajo ausencia de otros inhibidores que inhiben el crecimiento
y/0 la degradacidén del anillo esteroide;

14.- Procedimiento segin las reivindicaciones 1 has-
ta 13, caracterizado porgque se trabaja con mutantes de bloque
de defecto que en el ensayo standard libre de inhibidor sumi-
nistran un rendimiento de 4A-4 BNC y/o A-1,4 BNC sobre co-
lesterina o sitosterina de como minimo un 30 % én'peso y prefe-
rentemente sobre colesterina de como minimo un 50 % en peso,
referido al compuesto esteroide empleado.

15.- Procedimiento segin las reivindicaciones 1 has-
ta 14, caraecterizado porque se trabaja con mutantes de bloque
de achromobacter, arthrobacter, bacillus, brevibacterium, ciry-
nebacterium, flavobacterium, microbacterium, mycobacterium,
nocardiam protaminobacterium, serratia o sireptomyces.

16.- Procedimiento segin las reivindicaciones 1 has-

ta 15, caracterizado porque se trabaja con una mutante de blo-
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que de defecto de la cepa salvaje Chol. spec. (CBS 660.77 o bién
ATCC 31384). . |

17.~ Procedimiento segin las reivindicaciones 1
hasta 16, caracterizado porque se trabaja con la mutante de blo-
qué Chol, spec. 73-MLl (CBS 437.77 o bién ATCC 31385).

18.- Procedimiento segin las reivindicaciones 1
hasta 17, caracterizado porque se trabaja con compuestos esteroi-
de con cadenas 17-C-laterales saturadas y/o insaturadas y, prefe
rentemente, con hasta 10 dtomos de carbono, especialmente 8 hasts
10 .4tomos de carbono.

19.- Procedimiento segln las relvindicaciones 1
hasta 18, caracterizado porque se trabaja con esterinas de ori-
gen animal‘y/o vegetal, especialmente con colesterina, sitosteri-
na, estigmasterina, campesterina y/o ergosterina o sus derivados)
tales como colestenona, sitostenona o estigmastenona.

20.~. Procedimiento segin las reivindicaciones 1
hasta 19, caracterizado porque el sustrato de esteroide a trans-
formar se agrega a la zona de reaccién como minimo en forma amplia
mente contfnua.

21.- Procedimiento para la obtencidén de compues-

tos de dcido 17-C-esteroide-ol-propidnico, tal y como queda sus-

tancialmente descrito en la presente memoria.




kg -

Esta Memoria consta de 49 hojas escritas a ndqui-
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