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El primer informe relacionado con la conversión micro- 

bial de compuestos asteroide data de 1937 cuando Mamoli y Ver- 
cellone (Ber. 70, 470 y Ber. 70, 2079), describieron la reduc­

ción esteroespecífica de 17-cetoesteroides a 17- ^ -hidroxieste- 

roides.. En el año 1952 describieron Peterson y Murray (Patente 

US 2 602 769) un procedimiento industrialmente importante para 
la 11-c^-hidroxilación de progesterona por Rhizopus nigricans.

Desde entonces se han descrito numerosas transforma­
ciones compuestos asteroides mediante microorganismos (véase", 

por ejemplo W. Charney y H.L. Herzog, Microbial Transformation 

of Steroids, Academic Press, New York, 1967).
A pesar de estas numerosas proposiciones para la trans 

formación microbial de compuestos esteroide solo pocas de estas 
reacciones son adecuadas para la obtención de las importantes 

hormonas de esteroide a partir de productos de partida que. sean 
fácilmente obtenibles y se dispongan en grandes cantidades. Aquí 

son de mencionar, en primer lugar, los compuestos de estearina 
conteniendo cadenas laterales 17-C-alquilo de origen vegetal o 

animal, por ejemplo, Is estearinas de las series colestano, cam- 

pestano y stimagmastano.

Es sabido que numerosas cepas de microorganismos, por 

ejemplo, aquellas de achromobacter, arthrobacter, bacillus, bre- 

vibacterium, corynebacterium, flavobacterium, microbacterium, 

mycobacterium, nocardia, protaminobacter, serratia y streptomyces, 

son capaces de crecer sobre compuestos de estearina de la clase 
mencionada, por ejemplo, sobre colesterina, como fuente de carbol 

no (véase, por ejemplo, Arima et al., 1969, Agr. Biol. Chem. 33: 
1636-1643). Aquí son por regla general atacados en forma no espe­

cifica el sistema de anillo como también las cadenas laterales 

eventualmente presentes en el sistema de anillo por los micro-30
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organismos o bién degradados en su crecimiento. Principalmente 

son aquí el ataque y la degradación en el sistema de anillo la 

reacción preferente y/o más rápida. En un trabajo recién publi­
cado de Arima et al., Agrie. Biol. Chem. 42(2),411-416 se infor­

ma sobre trabajos para la transformación de colesterina por la 

degradación microbial de las cadenas laterales en presencia de 

inhibidores para inhibir asi la degradación del anillo en el 

armazón esteroide. Segón 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 
degradación ampliamente selectiva de las cadenas laterales en 

C-17 del material de partida. Algunas cepas condujeron aquí 

al ácido 3-oxo-pregna-l,4-dien-20-carboxilico ( ,<&-l,4 BNC) en 
rendimientos altemos.

!
Debido a la significancia potencial de los compuestos 

de estearina naturales que están en grandes cantidades a dispo­

sición 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 básica este­
roide se han realizados numerosos ensayos para la degradación 
selectiva de las cadenas laterales por vía microbiológica. Uh 

resumen de estos trabajos se encuentra en Adv. Appl. Microbiol. 

22, 29 (1977)t 29-58, Christoph K.A. Martin "Microbial Cleavage 

of Sterol Side Chains". Se hace especial referencia al capítulo 

IV de esta publicación que desglosa las tres vías hasta ahora

bajo A hasta C. Las proposiciones del estado de la técnica se 

subdividen por lo tanto en los siguientes tres grupos: transfor­

mación de la estructura del anillo de los compuestos de partida 

de esterina de manera que se inhiba el- mecani.smo-.de la disocia-30
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ción del anillo y con ello sea posible la degradación selectiva 

de las cadenas laterales. El empleo simultáneo de inhibidores 

para evitar la degradación del anillo esteroide y/o del creci­

miento de los microorganismos, así como finalmente la búsqueda 

hacia mutantes de microorganismos que conduzcan a la degrada­

ción deseada, lo más ampliamente selectiva, de las cadenas la­

terales. *

Principalmente se obtienen según este procedimiento 

del actual estado de la técnica como producto final de la de-

* gradación microbial compuestos 17-ceto-esteroides que, si bién 
son valiosos como productos intermedios para la obtención in­

dustrial de hormonas de las series estran-androstano y spiros- 

tano, son sin embargo menos adecuados para la obtención de 

hormonas de esteroide de las series pregnano, por ejemplo, pro-

* gesterona, hidrocortisona, cortisona, prednisona, prednisolo- 

na, triamcinolona y similares. En los casos mencionados en últi­

mo lugar se han de volver a incorporar en la posición 17 quími­
camente cadenas laterales estereoespecíficas.

Solo ocasionalmente se ha logrado hasta ahora obtener 

como productos del metabolismo de la degradación microbial com­

puestos esteroides que contengan en la posición 17-C un resto 

de cadenas laterales de alquilo, y aquí, especialmente el resto 

del ácido d-propiónico. Los compuestos esteroides de esta cla­

se serian especialmente adecuados para la obtención en escala 

industrial de esteroide-hormonas de la serie pregnano de este­

rina de origen natural. Resulta aquí evidente que la obtención 

de productos de degradación parcial de esterina de esta clase 

resulta especialmente difícil ya que aquí no solo se necesita 

la degradación selectiva de cadenas laterales - evitando simul­

táneamente la ruptura y degradación de la estructura anular -,
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sino que además adicionalmente se ha de interrumpir el creci­

miento de los microorganismos bajo degradación de las cadenas 

laterales en un estado que, segJn los conocimientos actuales, 
solo es una estación 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 disociación microbiológi- 
ca de colesterina con un cultivo de Norcardia en presencia de 
inhibidores, tales como 8-hidroxiquinolina, bajo formación de 

reducidas cantidades de ácido 3-oxo-pregna-4-en-20-carboxílico 

(A-4 BNC) y ácido 3-oxo-pregna-l,4-dien-20-carboxílico ( A-l,/] 

BNC). La patente US 4 029 549 recién publicada (Antosz et al.) 

describe el mutante de microorganismos NRRL B-8119, con la cual 
ha de ser posible degradar selectivamente los compuestos de 

17-C-esteroide con 8 hasta 10 átomos de carbono en el resto 

17-C-alquilo a 9 o^-OH AD y 9 <̂ -0H BN-ácido. Como muestra sin 

embargo especialmente el capitulo IV C de la publicación C.K.A 
Martin a.a.O., páginas 50 hasta 52, hasta hoy día no existe 

ninguna vía fiable para la obtención microbiológica de compues­

tos de ácido 17-C-esteroide-c^ -propiónico de los sustratos de 
esteroides de cadenas laterales 17-C o bién para la obtención 

en forma reproducible de mutantes de bloque de defecto micro­

organismos que en forma fiable y en altos rendimientos también 
puedan suministrar compuestos de ácido 17-C-esteroide-o¿-propi¿ 

nico como producto final de la degradación enzimática cuando 

se trabaje bajo ausencia de los inhibidores de la clase men­

cionada. El trabajar bajo ausencia o en presencia de solo reda 

cidas cantidades de inhibidores parece ser sin embargo desea­

ble por razones técnicas, por ejemplo, debido a los rendimien­

tos volumen-tiempo indeseadamente altos.

La invención tiene por cometido posibilitar la obten-
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ción de compuestos de ácido 17-C-esteroide-^-propiónico en ren­

dimientos industrialmente utilizables y mejorados por disocia­

ción microbial de sustratos de esteroides de cadenas laterales 

T7-C-. Aquí 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. Aquí es especialmente 
posible - si bién no es forzoso - trabajar con los mutanges -de 

bloque de defecto seleccionado también bajo ausencia de inhibido­

res que inhiban la degradación del anillo esteroide y/o el *,crecí]-, 

miento de los microorganismos. Un ulterior cometido de la.inven­
ción es la obtención segura y reproducible de mutantes de blo­

que de defecto de microorganismos que son adecuados para la 

obtención industrial mejorada, especialmente, libre de inhibido­
res, de compuestos de ácido 17-C-esteroide-o( -propiónico a par­

tir de esterinas de origen natural.

En sentido más concreto tiene la invención aquí el co­

metido especial de la obtención microbial de ácido 3-oxo-preg- 

n-a-4-en-20-carboxílico ( A - A  BNC) y/o áeido 3-oxo-pregna-l,4- 

dien-20-carboxílico ( A -1,4 BNC) en la vía descrita. Producto 

de partida para la obtención microbiológica de estos compuestos 

han de ser especialmente las esterinas naturales y/o vegetales 

que hasta ahora como productos residuales casi no tenían impor­

tancia práctica. Para la invención también han de ser adecuados 
los derivados sencillos de estos productos de partida naturales.

En una forma ejecutiva especial ha de orear la inven­
ción en especial vías para la obtención 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 adaptación del 

material esterina empleado y de los mutantes de bloque de defec-
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te de los microorganismos a seleccionar. Los productos del pro­

cedimiento de la presente invención A -4 BNC y A-1,4 BNC son 

valiosos productos intermedios, por ejemplo, para la obtención 

de los compuestos de la serie progesterona.

Objeto de la invención es, por lo tanto, en una prime­

ra forma de ejecución, un procedimiento para la obtención de 
compuestos de ácido 17-C-esteroide--propiónico por disocia­

ción de la cadena lateral enzimática en los sustratos de esteroi- 

de de cadena laterales 17-C, caracterizado porque

a) mutantes de bloque de defecto de microorganismos, que tambiái. 

bajo ausencia de los inhibidores de la degradación del ani­
llo esteroide y/o inhibidores del crecimiento de los micro­
organismos suministran compuestos esteroides con el restó; 

ácido 17-C-c¿-propiónico, se cultivan en un medio nutriente 
acuoso bajo condiciones aerobicas en presencia del sustra­

to de esteroide bajo enriquecimiento de los compuestos de 

ácido 17-C-esteroide- ^ -propiónico en el caldo de fermenta­

ción y

b) los compuestos de ácido 17-C-esteroide- o( -propiónico forma­
dos se aíslan.

En especial es aquí objeto de la invención un procedi­

miento para la obtención de ácido 3-oxo-pregna-4-en-20-carbo- 
xílico ( A -4 BNC) y/o ácido 3-oxo-pregna-1,4-dien-20-carboxí- 
lico ( A-1,4 BNC) por degradación de la cadena lateral micro- 

bial en los sustratos de esteroide de cadenas laterales 17-C, 
caracterizado porque

a) un microorganismo suministrador, también bajo ausencia de 

inhibidores para la inhibición de la degradación del anillo 
esteroide y/o del crecimiento de los microorganismos, de 

A-4 BNC y/o A-1,4 BNC se cultiva en un medio acuoso bajo
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condiciones aerdticas y en presencia de un sustrato de asteroide 
de cadena lateral 17-c bajo enriquecimiento de ácido 3-oxo-preg- 
na-4-en-20-carboxilico y/o ácido 3-oxo-pregna-1,4-dien-20-carbo- 
xilico y

5. b) a continuacidn se aísla el ácido 3-oxo-pregna-4-en-20-carboxí - 
lico y/o ácido 3-oxo-pregna-l,4-dien-20-carboxilico. El ren­
dimiento en A-4 BNC y/o A-1,4 BNC deberá ascender aquí pre­
ferentemente como mínimo a un 15 % en peso, referido al sus­
trato de esteroide empleado.

10. La forma estructural de los compuestos aquí indicados
A-4 BNC y A-l,4 BNC son los siguientes:

15.

20.

COOH

( A-4 BNC)

ácido 3-oxo-pregna-4-en-20-carboxilico *

25-

30.

COOH

( A-1,4 BNC)
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ácido 3-oxo-pregna-l,4-dien-20-carboxilico.

En una ulterior forma de ejecución se refiere la in­

vención a un procedimiento para la obtención de mutantes de blo 

que de defecto de microorganismos de trabajo aeróbico capaces

5. para la obtención industrial de compuestos de ácido 17-C-este- 
roide- ^  -propiónico, especialmente para la obtención de ácido 

3-o xo -pregna-4-en- 20-c arbo xí lie o y/o ácido 3-oxo-pregna-l, 4-diei]t- 

20-carboxílico de sustratos esteroide de cadenas laterales 17-C 
por ejemplo, de compuestos de esterina de origen animal o vege- 

10. tal, por degradación como mínimo ampliamente selectiva de las 

cadenas laterales, en caso deseado también bajo ausencia de 

inhibidores de la degradación del anillo esteroide y/o inhibi­
dores del crecimiento de los microorganismos, caracterizándose 

este procedimiento porque

15- 1) se aísla y cultiva una cepa salvaje de microorganismos ca­
pacitada para el crecimiento aeróbico sobre compuestos de 

esterina como única fuente de carbono y aquí dá preferencia 
a la degradación de las cadenas laterales 17-C con respecto 

a la degradación del anillo,

20. 2) la cepa salvaje se somete a un tratamiento de mutación en
si conocido,

3) la población de mutantes se cultiva sobre un medio de sepa­
ración (medio de enriquecimiento para los mutantes desea­
dos) sobre el cual los mutantes suministradores de los com- 

25* puestos de ácido 17-C-esteroide- cA -propiónico no crecen o 

prácticamente no crecen, mientras crecen las cepas de mutan­

tes indeseadas acompañantes 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
bre esterinas de cadenas laterales 17-C y de esta manera se30.
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aíslan las cepas con producción óptima de los compuestos de áci­

do 17-C-esteroide-ó\-propiónico.

Objeto de la invención son, además, los mutantes de 
bloque de defecto obtenidos según este procedimiento y, aquí, 

especialmente, los mutantes de bloque de defecto suministrado­

res de ¿S-4 BNC y/o ^s-1,4 BNO. En especial se refiere la inven­
ción en esta relación a la nueva mutante de bloque Chol.* spec. 
73-M11 que se ha depositado en el Centraalburean voor Schimmel- 

cultures, Baam, Holanda, bajo el número CBS 437*77 así cómo ex 

la American Type Culture Collection, Rockville, Marylandy-ÚSA, 
bajo el número ATCC 31385* Esta nueva mutante de bloque es ade­

cuada para la obtención libre de inhibidor de ácido 3-oxo-preg- 

na-4^es^&C^.earboxílico o ácido 3-oxo-pregna-l,4-dien-20-cápbo- 

xílico, tambión bajo ausencia de los inhibidores mencionados, 

de las esterinas de origen natural o vegetal. Esta se obtiene 

según el procedimiento de la presente invención de la nueva 

cepa salvaje Chol.spec. 73 asi que pertenece al grupo de las 
bacterias corineformes, asimismo aislada por primera vez por el 

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

do depositada en el Centraalbureau voor Schimmelcultures, Baari. 

Holanda, bajo el número CBS 660.77 así como en la American Type 

Culture Collection, Rockville, Maryland, USA, bajo el número

*

ATCC 31384.
La obtención de los mutantes de bloque de defecto de microorga­

nismo según la invención.

Un objeto decisivo de la invención se encuentra en 
la creación por primera vez de un procedimiento reproducible 

seguro para la obtención de mutantes de bloque de defecto de 

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

obtener por una combinación muy determinada de selecciones
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y mutaciones con selección de nuevo a continuación de cepas 

salvajes que son capaces de crecer sobre compuestos esteroide 

de la ¿Lase descrita. Los mutantes de bloque de defecto de los 

microorganismos obtenidos segán el procedimiento de la presen­

te invención se caracterizan porque, por una parte, consta com^ 

mínimo ampliamente bloqueados con respecto a un crecimiento so 

bre la estructura del anillo esteroide bajo consumo de estos 

anillos como fuente de carbono, por otra parte, los mutantes 

de los microorganismos obtenidos segán la presente invención 

están sin embargo también suficientemente bloqueados con respec­
to a la degradación de un resto de ácido o(-propiónico presenté 

o bián que se forma en la posición 17-C del esteroide de mane­
ra que industrialmente resulta posible una obtención dirigida 

de los compuestos de ácido 17-C-esteroide-o(-propiónico de 
los correspondientes sustratos de esteroide con cadenas late­

rales 17-0 más largas y su aislamiento del caldo de fermenta­

ción en buenos rendimientos. Es aquí especialmente ventajoso 

que, en el caso deseado, se puede trabajar bajo ausencia de 

inhibidores de la clase mencionada - véase, por ejemplo, Chris-j- 
toph K.A. Martin, a.a.O., capítulo IVB - . Mediante la combi­

nación segán la presente invención de una selección determina­
da de cepas salvajes y ulteriores etapas de mutación y-selección 

ésto resulta posible.

En el procedimiento segán la presente invención para 

la obtención de los mutantes de bloque deseados se sigue entre 
sí las siguientes cuatro etapas de procedimiento:

Etapa 1: Selección dirigida de cepas salvajes de microorganis­
mos,

Etapa 2: tratamiento de la mutación,

Etapa 3: separación de la población de mutantes obtenida de la
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etapa 2, o bién enriquecimiento de los mutantes deseados 

de la población de mutantes en total obtenida,
Etapa 4: cultivo de las cepas de mutantes separadas o bién enri­

quecidas en la etapa 3 y selección de las cepas de muta ri­

tes de bloque con producción óptima del producto de pro} 

cedimiento deseado, el ácido 17-C-esteroide-o(-propió- 
nico. . -

Estas cuatro etapas de procedimiento se pueden reali­

zar en una sola pasada para la obtención de los mutantes de^blo 

que de defecto deseados. Pero también puede ser conveniente"re­

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

tiendo la población de mutantes deseada, separada o bién enrique­

cida, en la etapa 3, de nuevo a un tratamiento de mutación se­

gún la etapa 2 y después separar de nuevo en la etapa 3.
A continuación se describen los detalles de las etapas 

1 hasta 4 mencionadas.

Etapa 1: aislamiento de las cepas salvajes adecuadas

Las cepas salvajes de microorganismos a seleccionar de*- 

berán estar capacitadas para crecer bajo condiciones aeródicas 

sobre compuestos asteroides y aquí especialmente sobre el com­

puesto asteroide con cadenas laterales 17-C.Las cepas adecuadas 

para la invención poseen aquí preferentemente como mínimo aproxi­

madamente la misma velocidad de degradación para la cadena late­

ral como para la parte del anillo del compuesto esteroide. Pre­

ferentemente muestran las cepas salvajes sin embargo una veloci­

dad de .degradación de las cadenas laterales más elevada en com­

paración con la degradación del anillo.
El aislamiento de las cepas salvajes se puede efectuar 

aquí en forma en si conocida de muestra de tierra. Tanto debido 
a la amplia difusión de los compuestos esterínícos vegetales y
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animales se encuentran cepas salvajes adecuadas de la clase men-i 

cionada prácticamente con regularidad en muestras de tierra de 

origen arbitrario. Su cultivo se efectúa bajo condiciones aeró- 

dicas en presencia de un medio nutriente acuoso y, preferente­

mente, en presencia de un compuesto esteroide con una cadena 

lateral 17-C como única fuente de carbono. Aquí es posible, pe­

ro sin embargo no imprescidible, presentar ya en este lugar del 

procedimiento de selección según la presente invención el tipo 

de compuestos esteroides como fuente de carbono, que finalmente 

se ha de.degradar con el matante de bloque de defecto deseado!.

Si por ejemplo se ha de degradar colesterina o una fitosterina 

finalmente al compuesto ácido 17-C-esteroide-^-propiónico entor­
ces se puede presentar en caso deseado el compuesto esterinico 

determinado a emplear en el proceso industrial, preferentemente 

como única fuente de carbono en el medio de cultivo, por lo de­

más convencional, para la selección 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 fuentí 

de esterina-carbono en la selección y cultivo de la cepa salvajt 
y del compuesto esterino a emplear finalmente en el procedimiento 
para la degradación del esteroide.

Dentro del marco del procedimiento, total tiene la se­
lección de las cepas salvajes correctas una importancia espe­

cial. Se ha demostrado que generalmente las cepas salvajes prin­

cipalmente dan preferencia a la disociación del anillo en compa­

ración con una degradación de las cadenas laterales. Las cepas 

salvajes a seleccionar según la presente invención deberán tener 
como mínimo aproximadamente la misma velocidad de degradación 

para las cadenas laterales como para la parte del anillo de 

los compuestos esferoides. Con especial preferencia se seleccio-
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nan y cultivan sin embargo aquellas cepas salvajes que al crecer 

sobre compuestos de esterina con restos alquilo saturados o in­
saturados en la posición 17-C, preferentemente restos con 8 
hasta 10 átomos de carbono, dan un rendimiento de degradación 

selectivo - medido bajo las condiciones standar descritas a con­

tinuación - según la fórmula general

I = a .10^ *

Aquí es a el factor de crecimiento y b el factor de selectivídat. 

del crecimiento de la cepa salvaje como definido a continuación. 

El indice de selectividad I, que es característico para la selec 

ción de las cepas salvajes adecuadas y preferentes, se despren­

de por lo tanto como producto según la fórmula indicada del fac­

tor de crecimiento a y del factor de selectividad b. El valor 
numeral I asciende para las cepas salvajes de los microorganis­
mos preferentes como mínimo a 10. Valores numerales superiores 

a I son indeseables y pueden encontrarse por ejemplo como minimc 

en 100. En la selección de las cepas salvajes de una población 

de cepas salvajes aisladas mayor puede ser deseable someter las 

cepas con los valores numerales para uno máximos a las ulterio­

res etapas del procedimiento de la presente invención. Así pue­

de ser especialmente conveniente seleccionar aquellas cepas 

salvajes para los cuales en el valor numeral I ascienda como 

mínimo a 10 . Por lo demás se ha demostrado que valor absoluto 

de I de puede influenciar por la selección del sustrato de este 

roide empleado en cada caso como fuente de carbono. Así es por 

ejemplo posible que una cepa salvaje seleccionada en su chltivo 

en un compuesto de esterina de origen animal en la primera etapá 
. de selección aquí discutida crezcan considerablemente mejor - y
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por le 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 para la selección de la cepa salvaje.

La determinación del factor de crecimiento a y del fao 

tor de selectividad b del crecimiento de la cepa libre se eiec- 
tiia aquí bajo las siguientes condiciones standard (procedimien­

to realizado en forma aeróbica):

Factor de crecimiento a:

La correspondiente cepa de microorganismos se incuba 

en matraces de Brlenmeyer de 500 cc de capacidad (100 cc de so­
lución nutriente de la composición descrita a continuación) 

a 30SC en la máquina agitadora (frecuencia de agitación: 150^ 

r.p.m.).

El medio nutriente tiene la siguiente composición 
(por litro):

1)0 g de KHgPO^
0,5 g de MgSO^ * 7 HgO 
0,1 g de NaCl 

0,1 g de CaClg . 2 HgO 
5 g de (NH^)gSO^

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 1-histidina 

0,02 g de dl-metionina 
0,02 g de dl-triptofano 

2 /tg de biotina 

400 /tg de pantotenato de calcio



-  15 -

2 /íg de ácido fólico

2000 /g de inosita

400 ^-g de niacina

200 /tg de ácido p-aminobenzo ico

400 /.g de hidrocloruro de piridoxina

200 .̂g de riboflavina

400 /g de hidrocloruro de tiamina " '
solución de elementos en huellas ' *

pH del medio de cultivo 6,8.

. Tara la medición del crecimiento (densidad de las cé­

lulas ) se extraen en periodos temporales de los cultivos agita­

dos cantidades alícuotas de suspensión de células y se mide* 

la correspondiente extinción (E') en el fotómetro de Zeiss 

(tipo PL 4) con una longitud de * onda de 620 nm (espesor de
. capa d - 1 cm) contra agua destilada. La extinción de salida 

Ep asciende antes de comenzar el crecimiento - es decir en el 

momento tp - aproximadamente a 0,775. Las suspensiones se di­

luyen entonces en cada caso hasta que se pueda medir en la zo­

na E' = 0,7.
El factor de crecimiento a se desprende como la den­

sidad óptica máxima de la suspensión de las células al final 

de la fase de crecimiento logarítmica (momento t^, extinción 

E^) que bajo las condiciones de cultivo indicadas se alcanza 

a más tarda después de 5 dias, es decir, a = ^E = E-¡

Factor de selectividad b:
Bo­

las cepas a comprobar se cultivan en caldo nutriente 
I (Merck) más un 0,1 % de Tween 80 (monooleato de polioxietilen 

sorbitano) más un 0,1 % de compuesto de esterina, por ejemplo, 
colesterina, durante 48 horas a 30SC, las células se lavan a 
continuación con tampón y se vuelven a suspender en tampón de
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fosfato (Pg 7,5). La degradación del compuesto de esterina se 

mide en preparados paralelos con compuestos de esterina radio, 

activamente marcados, por ejemplo, 4-14-C- y 26-14-C-colesteri- 

na o correspondientes compuestos de sitosterina más radioacti­
vamente marcados en repientes de Warburg.

A 2,4 cc de suspensión de células en el recipiente 

principal se agregan 0,2 cc de solución de esterina (por ejem­

plo solución de colesterina) (5̂ /u moles con aproximadamente ' 

0,lyUCi de sustrato marcado en solución al 0,1 % de Tween-80), 

el preparado se incuba durante 6 horas a 30SC y la reacción se 

para a continuación mediante adición de 0,2 cc de HgSO^ 4-n.

El COg activo que se forma en la disociación del sus­
trato se ecoge en etanolamina (0,2 cc) y se mide en contador 

de escintilación (muestras de 0,1 cc en cada casoen 15 cc 

de liquido de scintilantar "Unisolv I", de la firma Zinsser).

El factor de selectividad es la proporción sin dimen­
sión de la radioactividad asi medida

14pp de la cadena lateral del compuesto (26-^C)-esterinico

14po. del sistema anular del compuesto (4-^C)-esterinico

30.

En esta ecuación significa la expresión "compuesto di 

esterina" del compuesto de esterina radioactivamente marcado 
en cada caso, esto es, por ejemplo, los correspondientes com­

puestos de colesterina o de ¡^-sitosterina.

La técnica de la determinación de la degradación mi 
erobiológica de los compuestos de esterina por el marcado radie 
activo bién de un átomo de carbono de anillo o de un átomo de 

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

el actual estado de la técnica y sobre cuyos detalles aquí se
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hace referencia. Se señalan, por ejemplo, las siguientes publi­

caciones: Steroids, 677-688 (1964), G.E. Peterson y J.R. Davis 

"Cholesterol Utilization by Streptomyces spp. " así como J.B.C. 

206, 511-523 (1954) Thressa C. Stadtman et al., "Studies on the 
?^Iicrobiological Degradation of Cholesterol".

Para la selección de las cepas salvajes en esta etapa 

1 del procedimiento de la presente invención es además preferen­

te que el factor de selectividad b de las cepas salvajes ascien­

da como mínimo a 1, preferentemente como mínimo a 2. El factor 

104 de crecimiento a de las cepas salvajes debiera ascender cómo * 

mínimo a 0,1, preferentemente como mínimo a 0,2 y asciende es­
pecialmente asimismo como mínimo al.

Para la selección de las cepas salvajes mejor adecua­

das para las ulteriores etapas del procedimiento de la presente 

154 invención puede ser conveniente ponderal entre si los factores 

a y b. Asi, dentro del margen de la invención, puede ser conve­

niente dar preferencia a las cepas salvajes con un factor de 

selectividad de especialmente alto y en la selección entre las 

distintas cepas salvajes aisladas seleccionar primeramente segdn 
20J este factor de selectividad b con valores numerales para ver

lo más alto posibles. A la inversa naturalmente también se puede 

dar preferencia a un crecimiento especialmente bueno - expresa­

do por un valor numeral especialmente alto para el factor de 

crecimiento a - para la mutación a continuación y ulterior selec 

251 ción de la población de mutantes de una cepa salvaje de éstas.
Como cepas salvajes en la etapa 1 entran en considera­

ción, por ejemplo, aquellas de acromobacter, artrobacter, baci- 
llus, brevibacterium, corynebacterium, flavobacterium, microbac- 

terium, mycobacterium, nocardia, protaminobacterium, serratia 
30¡ Q streptomyces en Frage. Decisivo para el procedimiento de la
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presente invención no es tanto la pertenencia de la cepa deter­
minada tal como a conceptos de clases. Más bién son importantes 

sus propiedades anteriormente discutidas para el cultivo en 
medios nutrientes conteniendo compuestos de esterina y en espe­

cial su índice de selectividad I, que se determina por el fac­

tor de crecimiento a y el factor se electividad b.

Etapa 2:

La mutación de la cepa salvaje seleccionada se efec­

túa en forma en si conocida. Puede realizar, por ejemplo, por 
irradiación rica en energía tal como con rayos ultravioletas o 

rayos X. Especialmente es sin embargo adecuado el tratamiento 

de las células con agentes mutágenos. Agentes mutágenos adecua­

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

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

etílico. En detalle se puede hacer aquí referencia a los da-(;os 
generales del actual estado de la técnica, véase a este respec­

to, por ejemplo, la patente US 4 029 549t columna 2, lineas 57 
y siguientes, con las preferencias allí contenidas.

Fundamentalmente vale también para ía invención que 

el resultado de la mutación de la cepa salvaje resulta indeter­
minado ya que no se pueden determinar por adelantado en detalle 

las propiedades de los mutantes de defecto obtenido. Sin embar­

go se pueden fijar los principios para una iniciación óptima 

de la mutación ya que se pueden emplear las leyes de la esta­

dística en una población de microorganismos. Por la literatura 

se conocen procedimientos para determinar las condiciones ópti­

mas para la inducción de mutaciones (véase también E.A. Adel- 

ber, M. Mandel, GCC Chen (1965) "Optimal Conditions for Muta- 

genisis by N-methyl-N' -nitro-N-nitrosoguanidine in Escherichia j:o 
li", Biochem. Biophys. Res. Commun. L3, 788-795).
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Por lo general se seleccionará para elevar la fre­
cuencia de las mutaciones en las poblaciones de microorganis­

mos la concentración y el tiempo de actuación de los agentes 
mutantes de manera que ya se dañe letalmente una parte de la 

población de los microorganismos. Aquí sube más o menos fuerte­

mente la frecuencia de las distintas mutaciones en la parte 

superviviente de la población.  ̂ " "

Dentro del marco del procedimiento de la presenta- 

invención se seleccionan las condiciones de concentración y' 

tiempo de actuación del agente mutágeno de manera que la-pór 

blación de partida sea inactividad por el tratamiento en un 

10-99,999 %. Preferentemente se seleccionará una proporción-de 
muertes de un 90-99;99 %* A- continuación de la etapa de proce­
dimiento 2 de la mutación se realizan las etapas de procedi­
miento 3 y 4- que tienen por objeto ulteriores etapas de selec­
ción para determinar y enriquecer los mutantes de bloque de 
defecto deseado.

Etapa 3:

Para la siguiente selección de mutantes de bloque 

de defecto deseados determinadamente según la presente inven­

ción de la gran población de los microorganismos después del 

tratamiento de mutación se seleccionan según la presente in­
vención condiciones de cultivo bajo las cuales resultan las 

propiedades especificas modificadas de las cepas de mutantes 

formadas como ventaja para la selección. El enriquecimiento de 

los mutantes de bloque de defecto deseado se efectúa según 

la presente invención frecuentemente bajo condiciones bajo las 

cuales el mutante especial no crece o prácticamente no crece, 

mientras si crecen los organismos acompañantes indeseados y 

por su crecimiento o durante su crecimiento son matados. De es-L
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ta manera se logra aislar aquellas cepas de mudantes de blo­

que de defecto cuyas encimas degradadoras de anillo están blo- 

quedas, pero.que como antes siguen capacitadas para la degra­

dación de las cadenas laterales 17-C en el compuesto de este­
rina? donde mediante ulteriores medidas, especialmente en esta 

etapa 3, se asegura que justamente se puedan aislar aquellos 

matantes de bloque de defecto que en la degradación de las ca­
denas laterales desarrollan preferentemente el resto ácido 

o{-propiónico en la posición 17-C.

Para ello se cultiva en la etapa de procedimiento 3 

la población de mutantes sobre un "medio de separación" que 

finalmente sirve como medio de enriquecimiento para las cepas 

de mutantes deseadas. Como medio de separación de los mutantes 

se puede emplear un medio de cultivo acuoso que como fuente 
de nitrógeno contenga un compuesto esteroide con una cadena 

lateral 17-C- con solo.un número determinado de C o también 

ninguna cadena lateral en la posición 17-C. Como fuente de 
carbono en este medio de separación de mutantes son adecuados 

además de los compuestos esteroide no sustituidos en la posi­

ción 17-C especialmente aquellos que contienen cadenas latera­
les con hasta 5 átomos de carbono.

Sin embargo es preferente emplear como fuente de car­
bono en este medio de separación de mutantes o bién medio de 

enriquecimiento un compuesto esteroide con 3 átomos de carbono 

en la cadena lateral 17-C? empleándose convenientemente aquí 
un compuesto de ácido 17-C-esteroide-o¿-propiónico, o también 

un número múltiple de tales compuestos de ácido 17-C-esteroide-- 

cA-propiónico deseados como única fuente de carbono.

Aquí también puede ser preferente emplear en este 

medio de separación de los mutantes como fuente de carbono
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aquellos compuestos de ácido 17-C-esteroide- ̂  -propiónico cuya 

obtención es el final deseado mediante los mutantes de bloque 

cultivados según la presente invención. Si por lo tanto dentro 

del marco de la invención de esterinas de origen vegetal o ani­

mal se han de obtener finalmente como producto del procedimiento 

A-4 BNC o A-1,4 BNC, entonces puede ser conveniente emplear 

en el medio de separación de los mutantes o bián en el medio-Re 
enriquecimiento de esta etapa 3 como única fuente de carbono-'

A—4 BNC y/o A—1,4 BNC.

Por lo demás se trabaja aquí con soluciones nutrientes 

convencionales bajo condiciones aeróbicas.

Aquellos microorganismos mutantes que debido al trata­

miento de mutación han perdido su capacidad para crecer soby,e 
las fuentes de carbono ahora presentes no se pueden multiplicar 

al incubar el medio de separación de los mutantes. Estos, por 

lo tanto, no crecen. Otra parte de la población de los mutan­

tes que bión durante el tratamiento de mutación de la etapa 2 

no han sido dañados suficientemente o hayan sufrido otros defec­

tos, está capacitada para crecer sobre la fuente de carbono del 

medio de separación de los mutantes. Durante la incubación se 

presenta aquí por lo tanto una multiplicación.

La invención se aprovecha de estos distintos comporta­

miento seleccionándose las condiciones del medio de separación 

de los mutantes de manera que las cepas crecientes debido a su 

crecimiento o durante su crecimiento sean matadas, sin por ello 

dañar aquí las cepas de mutantes que no crecen.

Una separación de éstas es por ejemplo lo posible me­

diante adición de antibióticos, por ejemplo, mediante adición 

de compuestos de penicilina. La adición de los compuestos de 

penicilina conduce a la muerte de proporción de las cepas de
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microorganismos que crecen mientras se mantienen sin dañar las 

cepas que no crecen.

Otra posibilidad de la separación de los imitantes en

este estado es la incorporación de componentes dañadores de las

células, especialmente radioactivos, en la parte de la poblaciói

de mutantes que crece sobre el medio de separación. Aquí es ade-
32cuada, por ejemplo, la incorporación de p en las cepas de los

mutantes crecientes. Esto es por ejemplo posible por el empleo

simultáneo de sales marcadas radioactivamente correspondientes

en la solución nutriente de esta etapa de selección. Para la
32separación mediante p se ha acreditado especialmente el emple<

32simultáneo de NaHg pO^ en la solución nutriente.
De los mutantes de bloque de defecto sin dañar qué 

quedan se pueden aislar entonces, por ejemplo, mediante el mé­

todo de estampado segdn Lederberg en si conocido las cepas de 
mutantes de bloque de defecto deseadas según la presente inven­
ción. Respecto a la técnica de procedimiento aquí empleada y 

al método de enriquecimiento de la penicilina y con respecto al 

método de estampación segdn Lederberg se hace especial referen­

cia a J. Amer. Chem. Soc. 70, 4267, (1948) Davis, B.-O, (Penici- 

llin-Anreicherungsmethode), J. Bact. 63, 399 (1952) Lederberg, 

J., Lederberg, E.M. (Lederbergsche Stempelmethode).
Etapa 4:

Los mutantes de bloque de defecto así aislados y selec 

cionados se pueden cultivar ahora en un medio nutriente usual 

y después, en caso dado, someter a una ulterior selección. La 

selección se puede efectuar aquí, por ejemplo, segdn 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 aquí
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determinante especialmente la naturaleza química de los produc­

tos de metabolismo del crecimiento de los microorganismos y 

la propensidad del crecimiento de las cepas. Naturalmente se 

dará preferencia a mutantes de bloque con productividad óptima 
del producto de procedimiento deseado como resultado. Estas ce­

pas se pueden emplear entonces en el procedimiento industrial.

El cultivo y la selección se pueden repetir aquí una sola vez 
o varias veces. ' *

Dentro del marco del procedimiento de la presente in­

vención también es posible repetir la secuencia de las etapas*' 

de procedimiento de la mutación segdn la etapa 2 y la separa­

ción de los mutantes a continuación segdn la etapa 3 una o'va­
rias veces, siempre que parezca deseable una actuación adn"más 

fuerte de los agentes mutágenos sobre las cepas de mutantes'de­

fectuosas para lograr finalmente resultados de producción ópti­

mos. A continuación se elabora por regla general segdn la eta­

pa 4*
Para la determinación de los mutantes de bloque de 

defecto especialmente activos deseados se puede emplear un stan-L 

dard para la determinación de los rendimientos, que se efectúa 
bajo ausencia de inhibidores bajo las condiciones siguientes 
de ensayo:

25.

30.

La cepa de mutantes de bloque de defecto a determinar 

se cultivo en un matraz de Brlenmeyer de 500 cc de capacidad con 

100 cc de solución nutriente de la siguiente composición: 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, p^ 7,2. El cultivo se cultiva pre-- 

viamente en la máquina vibradora {frecuencia de la vibración 

150 r.p.m.) a 30SC durante 62 horas, a continuación se agrega

7=
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un 0,1 % de BRIJ 35 (polioxietilenmonolauriléter) y un 0,1 % 

del compuesto de esterina y se sigue incubando durante otras 

120 horas. Después de interrumpir los cultivos se toman mues­

tran y éstas se extraen y se analizan por cromatografía de 

capa delgada.
Los imitantes de bloque de defecto preferentes según 

la presente invención suministran un rendimiento en derivado de 

ácido 17-C- -propiónico y aquí, eapacialmente, A--4 BNC y/o 

A-1,4 BNC de como mínimo un 15 % én peso, preferentemente, 

como mínimo en un 30 % en peso sobre colesterina o sobre si tos- 
terina. Sobre colesterina se encuentra el rendimiento especial­

mente en como mínimo un 50 % en peso y se puede encontrar, por 

ejemplo, en la zona entre un 70 hasta 80 % en peso, en cada 

caso, referido a la esterina empleada. Sobre sitosterina se 
encuentran los rendimientos por regla general algo más bajos, 

pero también aquí pueden alcanzar, per ejemplo, un 40 hasta 

50 % en peso. Para el modo de trabajo y libre de inhibidor 
se logran por lo tanto unos resultados hasta ahora desconocidos, 

Procedimiento para la obtención de compuestos de ácido 17-C-es- 

teroide-c^-propiónico y, especialmente, para la obtención de 

ácido 3**oxo-pregna-4-en-20-carboxílico y/o ácido 3-oxo-pregna- 

1,4-dien-20-carboxílico

La transformación selectiva del sustrato de esteroide:: 

seleccionado como material de partida, por ejemplo, por lo tan­

to un compuesto de esterina natural, se puede efectuar según 

creación y selección de los mutantes de defecto según el proce­

dimiento anteriormente descrito, en forma conocida. Asi se pue­

de agregar, por ejemplo, el compuesto esteroide seleccionado co­

mo material de empleo, al cultivo durante el periodo de incuba­

ción o se ha agregado al medio nutriente antes de la inoculación
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de los matantes de bloque. Se puede emplear un compuesto este- 

roide o también una mezcla de varios compuestos esteroides. Pre­
ferentemente se emplean los compuestos esteroides a degradar 

selectivamente en el cultivo en cantidades de aproximadamente 

0,1 hasta 100 g/l. La concentración óptima del compuesto de 

esterina a transformar en la etapa de cultivo depende por.lo 

general de la cepa y se puede determinar en cada caso mediante 
simples ensayos previos. Por lo general se encuentra la concen­
tración del compuesto esteridico en el medio preferentemente no 

por encima de 20 g/l y, frecuentemente, no por encima de 15 g/l, 

dándose sin embargo preferencia a cantidades superiores a 1 

g/l.
Aquí puede ser preferente no agregar el sustrato a 

someter a la degradación de las cadenas laterales, en una sola 

vez al medio de reacción sino efectuar ésta adición poco a poco 

en el transcurso de la reacción. Preferentemente se agrega el 

sustrato de partida en esta forma de ejecución esencialmente en 

forma continua a la mezcla de reacción en el transcurso de la 

reacción de degradación. De esta manera se puede elevar frecuen}- 

temente el rendimiento de los productos de degradación desea­

dos .

El cultivo se cultiva en un medio nutriente que como 
fuente de carbono contenga bién las esterinas a transformar o 

también además ulteriores fuentes de carbono metabolizables, 

asi 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, ácidos carboxílicos, fécula, dextrina, sacarosa, glu 

cosa, fructosa y productos residuales conteniendo azúcar. Fuen­

tes de nitrógeno adecuadas son las sales amónicas, nitratos,
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peptonas, agua de esponjamiento de maíz, harina de soja y 

harina de pescado. Además se pueden agregar aceleradores de 

la fermetación, tales como, estracto de levadura y vitaminas. 

El medio nutriente contiene además convenientemente sales inor­

gánicas, tales como fosfatos de sodio, potasio, amonio, así 

como sales de calcio, magnesio, manganeso o hierro.

El emulsionado de las esterinas en el medio nutriente 

se efectúa preferentemente mediante emulsionantes conocidos, 

por ejemplo, mediante ácido graso-áster de sorbitano o sus 

productos de adición de óxido etildnico, pólioxietilenmonclauri 

áter o amidoalquilbetaina de ácido graso.
El medio de cultivo empleado se esteriliza antes dé 

comenzar el cultivo de las bacterias, convenientemente por ca­
lentamiento. Después de enfriar e inyectar el medio de cultivo 

con un cultivo previo adecuado de la cepa de bacterias a trans 

formar se incuba entre 2$ hasta 55SC, preferentemente a 27 has­

ta 30sC. El p.g de la solucidn nutriente se encuentra entre el 
Pg 4 hasta 8,5, preferentemente 7,0 hasta 8,0. El cultivo se 

alimenta con oxígeno por agitacidn, vibración o introducción 

de gas y se incuba hasta la degradación completa de la esteri­
na hasta el grado deseado. La degradación de la esterina exi­

ge, segán la concentración del sustrato y las demás condicio­

nes de feimentación, por regla general 24 hasta 160 horas.

El producto de procedimiento obtenido se esta manera, 

que generalmente se enriquecimiento en el caldo de fermentación 

se puede obtener en forma en sí conocida de la mezcla de reac­

ción. Así se pueden aislar, por ejemplo, compuestos de BNC por 
extracción con disolventes orgánicos, tales como metilisobutil 

cetona, áster acético, n-hexanol, n-octanol, cloroformo o n-he- 

xano, del medio de cultivo antes o después de separar las cé-
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lulas.

Por ejemplo se logra un aislamiento de los compuestos 

de BNC extrayendo un litro de una solución de fermentación, que 

contiene 1 g de BNC, con aproximadamente el mismo volumen de di­
solvente orgánico, tal como con metilisobutilcetona, áster acé­

tico, n-hexanol, n-oc*canol, cloroformo o n-hexano, en el per­

forador, turbo-agitador o embudo-separador.
En*los dos casos mencionados en último lugar se ha 

de realizar para la separación de la fase orgánica que contiene 

el BNC de la emulsión se ha realizar a continuación una etapa - 

de centrifugación.-

Después de evaporar el disolvente queda un residuo ' 
conteniendo el BNC que, después de recristalizar, por ejemplo, 

en benceno, se puede elaborar al BNC puro del p.f. 233 hasta 

236SC.
La extracción del disolvente es especialmente posible 

en la zona de Pg ácida. Para ello se ajusta por ejemplo con 

I^SO^ si 30 % a aproximadamente un pg 2 y se extrae con metil­

isobutilcetona, éster ácido acético, n-hexanol, n-octanol, clo­

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

de evaporar la fase orgánica se obtiene también aquí un residuo 

que contiene BNC, a su vez, después de recristalizar, conduce 

al producto puro del p.f. 233 hasta 236sc. La extracción se pue­

de realizar también en la zona neutra.

Alternativamente también es posible una purificación 
por intercambio de aiones. Para ello se concentra conveniente­

mente primeramente la solución de fermentación y después se ajus­
ta a un valor alcalino, por ejemplo, a un Pg 12. Después de agre­

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

dor se separa la masa de células mediante una centrifuga, de paso).
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Lo sobrenadante acuoso-metanólico se bombea a través de una co­

lumna intercambiadora de iones que está llenada con una resina 

intercambiadora de alones, por ejemplo, en forma de acetato.
El BNC formado es aquí ligado totalmente en el intercambiador 

de iones. Por elución con ácido acético al 10 % en metanol se 

obtiene un producto que primeramente contiene principalmente 

BNC^ después de recristalizar se obtiene también aquí el BNC. 

puro del p.f. 233 hasta 236ac.

Según una forma de ejecución preferente se logra.el, 

aislamiento de los compuestos de BNC del líquido fermentados ' 

simpremente mediante precipitación en la zona ácida y separa­

ción por filtración. Para ello se filtra primeramente el líqui­

do fermentador ajustado alcalinamente para retirar el material 

de células y demás componentes sólidos. A continuación se acidi­

fica precipitándose así el BNC en forma sólida, filtrable, y se 

puede obtener, por ejemplo, por simple separación por succión.

Para acidificar se puede emplear cualquier ácido mi­
neral, pero también se pueden emplear ácidos orgánicos, por ejem 

pío, ácido acético y hasta COg gaseoso. A un Pg 5 se ha logra­

do una precipitación prácticamente total. Para la mejor filtra- 

bilidad puede ser ventajoso calentar brevemente la suspensión.

El sólido aislado puede contener hasta un 90 % de 

compuestos de BNC. De éstos se pueden obtener los compuestos 

puros por recristalización.

Detalles especiales respecto a la invención

Las enseñanzas de la invención no solo se pueden rea­

lizar con su&tacátna. de esteroides naturales tales como coleste­

rina, sitosterina, etc. Productos de partida adecuados para una 

transformación a, por ejemplo, A-4- y/o A-1,4 BNC son también 
los derivados del mismo, tales como colestenona, sitostenona,
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estigmastenona y similares. Dentro del marco de los trabajos de 
desarrollo se ha descubierto que una cepa libre perteneciente 

al grupo de las bacterias corineformes puede ser un producto 

de partida especialmente adecuado para la obtención de los.mu- 
tantes de bloque de defecto deseado. Esta cepa Chol. 73, que se 

ha depositado con el número de depósito CBS 660.77 en Baam, 

Holanda, asi como bajo el número de depósito ATCC 31384 en Rock-- 

ville, Maryland, USA, se comprobó con más detalle morfológica­

mente y desde el punto de vista del crecimiento fisiológico".- 

Se apreciaron aquí las siguientes propiedades:

1. Forma de células

2. Formación de esporas

3. Gramobión coloreamiento

4. Forma de las colonias sobre 
placas de bouillon de agar

5. Crecimiento sobre glucosa-

6. Crecimiento sobre glucosa- 
nitrato-agar

7. Crecimiento sobre agar de 
patata

8. Crecimiento sobre glucosa- 
as paragina-agar

9. Crecimiento sobre fécula- 
agar

. Crecimiento sobre calcio- 
cas einato-agar

irregular, principalmente bas­
toncillos cortos, parcialmente 
cocoides o también bastoncillos 
más largos, parcialmente rami­
ficados, en parte acodados; 
cultivos muy jóvenes: con bas­
toncillos principalmente lar­
gos, ligeramente ramificados.

negativo

positivo
pequeñas colonias redondas, 
color crema, margen liso, con­
versas, lisas, brillantes.
Crecimiento más voluminoso, 
por lo demás como bajo 4*

crecimiento algo más voluminoso 
por lo demás como bajo 4.

colonias en conjunto algo más 
rojizas, por lo demás como ba­
je 4.
colonias mucho más pequeñas, 
redondas, de color crema, bor­
de liso, brillantes.

colonias de tamaño medio, redor 
das, en parte solapadas, de co­
lor crema, brillante, mas húme­
das que sobre BA.

crecimiento más lento, ninguna 
formación de halo caseolítico.

10
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11. Crecimiento sobre leche des­
matada

negativo y ninguna coagulan 
ción.

12. Formación de indol de tripto- 
fano

negativo.

5.

13. Formación de ácido/prueba ro 
jo de metilo

14. Reacción de voges-proskaner 
(formación de acetoina):

negativo.

negativo.

15. Crecimiento sobre citrato muy dóbil hasta negativo.

16. Reducción de NOg e NOg negativo.

1 0 .
17. Reducción de NOg
18. Aprovechamiento de hidrato 

de carbono

ligeramente positivo..

crecimiento sobre glucosa, 
fructosa, sacarosa, malto­
sa, mañosa, lactosa, galac­
tosa, manita, ramno&a, arapi 
nosa y fácula; sin embargo *** 
en ningún caso formación de 
gas o de ácido.

15'.
19 Caldo de NaCl buen crecimiento hasta un 

3 % de NaCl, débil creci­
miento hasta un 5 %, nin­
gún crecimiento a partir 
de un 7%.

20. Disociación de urea positivo.

21. Necesidades de oxigeno extrictamente aeróbico.

20
22. Temperaturas de crecimiento crecimiento entre 19 y 

37SC, buen crecimiento al­
rededor de 30SC.

23. Crecimiento sobre pequeñas colonias blancas 
después de 6 días.

0,5 g de NáHgPO^

1,8 g de KgHPC^

25. 0, 5 g de MgS°4 x 7HgO

o, 2 g de MuSO. x 4 4HgO

0,2 g de CaClg x 2HgO

0,02 g de FeSO^ x 7HgO

o, 5 * g de NH^NO^
30. 1,0 g de Tween 80

2,0 g de colesterina 
1000 cc de dest. HgO, p^ 6 8

t
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Esta cepa salvaje se muta por tratamiento con 1-metilt- 
3-nitro-l-nitrosoguanídina como descrito en los ejemplos siguiei 

tes. La población de mutantes se elabora en el procedimiento se­

gún la presente invención. Se obtuvieron asi nuevos mutantes de 

bloque Chol.spec. 73-M11 que se depositaron en Baarn, Holanda) 
bajo el número de depósito CBS 437*77 asi como bajo el número 

de depósito ATCC 31385 en Rockville, Maryland, USA. Este nuevo

10.

15*

20.

25*

30.

mutante de bloque adecuado para la obtención libre de inhibidor 
de ácido 3-oxo-pregna-4-en-20-carboxilico y/o ácido 3-oxo-preg- 

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

res que inhiban la degradación del anillo esferoide y/o ?1 cre­

cimiento. Asi se obtiene, por ejemplo, de colesterina como pro­
ducto de partida el A.-4 BNC y/o A-1,4 BNC en altos rendimientos 

- junto con solo ligeras cantidades de AD y/o ADD.

Ejemplo 1
A Obtención de cepas salvajes adecuadas

Después de los métodos de enriquecimiento en si usua­

les se aíslan de muestran de tierra microorganismos degradado- 

res de esterina 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 única fuente de 
carbono muestran un claro crecimiento de colonias se someten a 

un procedimiento de selección ulterior.

B Determinación del factor dé crecimiento a

Para determinar el factor de crecimiento a se culti­

van los cultivos puros aislados aerobicamente en cultivos de 

agitación en el siguiente medio (por litro):

1,0 g de KHgPO^.
0,5 g de MgSO^ . 7 HgO 
0,1 g de NaCl
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0,1 g d e  C&Clg . 2Hg0

5 g d e  (NH^lgSO^

1.0 g de Tween 80 (monooleato de polioxietilensorbitano)

2.0 g del compuesto de esterina de cadenas laterales 1,-C,

por ejemplo, colesterina o sitosterina 
extracto de levadura 

1-histidina 

dl-metionina 
dl-triptofano 

biotina
pantotenato de calcio 

ácido fólico 

inosita 

niacina
ácido p-aminobenzoico 

hidrocloruro de piridoxina 

riboflavina
hidrocloruro de tiamina 

solución de elementos en huellas 

pH del medio de cultivo 6,8.

Para determinar la densidad óptica de la suspensión 

de células se toman cada vez en periodos de 24 horas muestras 
y se mide la extinción (E') en el fotómetro 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 

óptica máxima al final de la fase de crecimiento logarítmica 

menos la extinción de partida Ep 

C Determinación del factor de selección b
Aquellas cepas salvajes que en el ensayo del matraz 

agitador con colesterina muestran el mejor crecimiento se com-

o,5 g de

0,01 g de

0,02 g de
0,02 g de

2 /"g de

400 /g de

2 ^g de

2000 /g de

400 /g de

200 /*& de

400 /g de

200 /g de

400 Ae de
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prueban a continuación en el ensayo de Warburg con colesteri­

na marcada 26-^C y 4-***̂ C, con respecto a su capacidad de de­
gradar la cadena lateral de la colesterina.

El cultivo de las cepas se efectúa en un matraz de 

Erlenmeyer de 500 cc con 150 cc de solución nutriente de la si­
guiente composición: 1,56 % de peptona, 0,28 % de extracto de 

levadura, 0,56 % de NaCl, 0,10 % de glucosa, 0,10 % de Tv/een 80, 

0,05 % de colesterina, pg 7,2. Las cepas se cultivan durante 
48 horas a 30SC en la máquina vibradora, las células se separan 
a continuación por centrifugación, se lavan dos veces con.tam- 

pón de PO^ 0,05 molar (pg 7,2) y se vuelven a suspender en".el 

mismo volumen de tampón.

Para el ensayo de Warburg se incuban 2,4 cc de suspen­

sión de células con 0,2 cc de solución de colesterina (5 u mel­

les de colesterina y 20000 cpm de 4-^C o 26-C***̂ ). El COg radioac 

tivo disociado se recoge en 0,2 cc de etanolamina (en el reci­
piente central). La reacción se para después de 6 horas a 309C 
mediante vertid. 4. 0,2 .. de 6-n y simultáneamente se

expusa el COg aún existente en la suspensión. Para la medición 

del 14pQ absorbido 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 

selectividad b es el cociente de 26- ^ 002/4- ^ 003.
Según este proceder se selecciona finalmente la cepa 

salvaje Chol 73 que muestra un factor de crecimiento a = 3,71 

y un factor de selectividad b = 5,0. Esta cepa se emplea para la 
obtención de los mutantes de bloque deseados.

A continuación se señalan una serie de cepas salvajes 

que en el ensayo de Warburg muestran un factor de selectividad 

favorable b^ó-^COgA-^COg) y que han sido aislados por el so-
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licitante:
Demonación ns de depósito factor de selección
interna _____  ______ b__________________

se - 18 ' DSM 1 419 1,1

se - 89 DSM 1 421 1,2

sc-104 ATCC 31 455 1,9
sc-338 DSM 1 425 1,7

sc-358 DSM 1 427 1,2

SC-372 DSM 1 428 2,3

10.

15-

20.

25-

30.

Ejemplo 2 

A Mutación
Partiendo de la cepa Chol 73 se aislaron segdn el mé­

todo de mutación y selección ya detalladamente descrito la mu- 

tante Chol 73-M 11.
B Obtención de imitantes con rendimientos de BNC incrementados 

1. Tratamiento de mutación mediante radiación ultravioleta:
Para elevar los rendimientos de BNC se somete la cepa 

de imitantes Col 73-M 11 a un nuevo tratamiento de mutación. La 

cepa se multiplica primeramente en la siguiente solución nutrier 
te a 303C en la máquina vibradora (solución 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, pg 7,2.

Después de alcanzarse la fase crecimiento logarítmica 
se separan las células por centrifugación, se lavan dos veces 

con tampón de PO^ 0,1 molar esterilizado (pg 6,5), se vuelven 

a suspender en el mismo tampón y bajo el microscopio se ajusta
O

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

de células se trasladan a un cuenco de Petri y se irradian du­
rante 90 segundos bajo la lámpara ultravioleta (separación 30 m,
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lámpara de irradiación UV de la firma Schütt Jun., G8ttingen).
C Selección y aislamiento de las cepas de mutantes deseadas

1. Enriquecimiento de las cepas con inhibición reducida del 

producto final:

La suspensión de células irradiadas con UV se-culti­

va a continuación en el siguiente caldo nutriente: 0,05 % de 

NaHgPO^, 0,20 % de KgHPO^, 0,05 % de MgSO^^HgO, 0,02 % de 

CaCLg.SHgO, 0,005 % de MnSO^ . 4HgO, 0,005 % de (Fe^SO^-. YHgO* 
0,10 % de (m^)gSO^, 0,0001 % de Biotin, 0,10 % de BRIJ 34" 
(polioxietilenmonolauriléter), 0,50 % de clolesterina, 0,50 % 

de CNC, Pg 7,2. Después de una duración de incubación de ?2 ho­

ras se trasladar* 1 cc de solución de cultivo a solución nutríenj- 

te A fresca y nuevamente se cultiva aeróbicamente durante 48 

horas a 30-C.

2. Método de penicilina:
Para eliminar posibles revertantes se somete la solu­

ción de cultivo crecida a continuación a un tratamiento de pe­

nicilina. 0,1 cc de esta suspensión de células se trasladan a 

10 cc de la siguiente solución nutriente: 0,05 % de NaHgPO^,

0,20 % de KgHPO^, 0,05 % de MgS0^.7Hg0, 0,02 % de CaClg^HgO, 
0,005 % de MnS0^.4Hg0, 0,005 % de (FelgSO^HgO, 0,10 % de 
(NH^gSO^, 0,0001 % de Biotin, 0,10 % de BRIJ 35 (polioxietil­
enmonolauriléter), 0,10 % de BNC, Pg 7,2. Después de agitar 

durante 18 horas a 30SC se diluye con solución nutriente fres­

ca, previamente calentada, de la misma composición, a aproxi-
g

atadamente 10 células por cc, se agregan 1000 UI de penicilina 
G y se sigue incubando durante 5 horas a 309C. Después se reti­

ra el antibiótico mediante separación por centrifugación de las 

células y lavado con solución de sal común esterilizada, fisiolc 

gica, y las células se incuban en el medio arriba-mencionado con
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1,0 % de colesterina en lugar de BMC, durante otras 48 horas.

A continuación se coloca la suspensión de células sobre el mis­

mo medio nutriente más 1,6 % de agar en placas y las colonias 

de sobre este medio de mayor concentración de sustrato muestran 

el mejor crecimiento se emplean como cultivos de cepas.

De esta m-i-nera se aíslan las cepas que después de la 

incubación con colesterina dieron buenos rendimientos en BNC. 

Algunas de estas cepas se depositaron en la Deutschen Sammlung 
für Mikroorganismen (DSM) en Gdttingan.

Denominación
interna

ns de depósito Rendimientos de BNC

T 137 DSM 1 435 315 mg/100 cc
T 139 DSM l 437 305 mg/100 cc
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 cc
T 191 DSM 1 444 392 mg/100 cc
T 244 DSM 1 445 302 mg/100 cc

Ejemplo 3

A Rendimientos en BMC de las cepas de matantes más activas

Las cepas se cultivaron aerobicamente en el matraz

de Erlenmeyer de 500 cc de capacidad con 100 cc de solución 

nutriente de la siguiente composición: 0,5 % de peptona, 0,8 % 
de extracto de levadura, 0,4 % de gluten de maíz, 0,3 % de glu­

cosa, 0,05 % de Tween 80, 0,05 % de colesterina, Pg 7)2. El 

cultivo se cultivó previamente en la máquina agitadora (fre­
cuencia de agitación 150 r.p.m.) a 30SC durante 48 horas, a 

continuación se agregaron un 0,2 % de emulsionante y 0,5 % de 

colesterina y se sigdió incubando durante otras 120 horas. Des- <
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pués de interrumpir los cultivos se tomaron muestras que se ajus­
taron a un Pg 2,0, se extrajeron 1:1 con áster acético y se 

analizaron por cromatografía de capa delgada. Los rendimientos 

de las distintas cepas se han indicado en el ejemplo 2 en la 

tabla bajo C/2.

Ejemplo 4

La acumulación de los metabolitos indeseados colest- 

4-en-3-on y colesta-l,4-dien-3-ona del sustrato colesterina 

por la cepa ATCC 3 185 se puede inhibir ampliamente si al. sus­
trato a transformar se agrega en forma continua al preparado 

de reacción. Vale lo correspondiente para los demás sustratos 

de esterina.
Dos fermentadores de un litro de capacidad contenien­

do 400 cc de solución nutriente esterilizada (0,9 % de peptona, 
0,9 % de agua de esponjamiento de maíz, 0,9 % de extracto de 

levadura, 0,5 % de KgHPO^, 0,5 % de glicerina, 0,1 % de poli- 
propilenglicol, Pg 6,5) se inyectan con 50 cc de un cultivo 
previo bién crecido de la cepa ATCC 3 185 que había sido incu­

bada en un medio nutriente (0,9 % de peptona, 0,9 % de extrac­

to de levadura, 0,5 % de glicerina, pg 6,5) durante 48 horas 
a 30sC. Los fermentadores se agitaron a 30SC y se ventilaron 
con 500 cc de aire/minuto.

En un fermentador se introduce, después de incubar 

durante 24 horas, una emulsión de 5 g de colesterina, 1 g de 

monostearato de sorbitano, 4 cc de polipropilenglicol y 4 cc 

de NaOH 1-n en 100 cc de HgO a través de una bomba dosificado- 

ra. La bomba dosificadora conducía por hora 5 cc de suspensión 
de manera que la adición del sustractc se extendió desde la 

hora de fermentación 24 hasta la hora de fermentación 44* Des­

pués de 44 y 78 horas se tomarondel fermentador 100 cc de cal-
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do de cultivo, después de acidificar con ácido sulfúrico y extraer 

con metilisobutilcetona se determinaron los productos de fermen­

tación cuantitativamente mediante cromatografía de capa delgada.

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

Con la adición en forma continuada del sustrato se de­

terminaron después de una duración de fermentación de 44 horas 
las siguientes cantidades: (mg/100 cc): colesterina 120, coles- 

tenona más colestadienona 40, ácido bisnorcolonónico 100; des­

pués de 78 horas de fermentación: colesterina 20, colestenona 

más colestadienona 5) ácido bisnorcolonónico 260.

En la adición en tandas del sustrato se determinaron 
después de 44 horas de duración de la fermentación (mg/100 cc): 

colesterina 100, colestenona más colestadienona 240, ácido bis­

norcolonónico 80; después de 78 horas de fermentación: coleste­

rina 40, colestenona 100, ácido bisnorcolenÓnico 180.

Ejemplo 5
Tratamiento de mutación con metansulfonato de etilo:

La cepa SC 104 se cultiva en una solución nutriente de 

0,9 % de peptona más 0,9 % de extracto de levadura y después de 
alcanzar la fase de crecimiento logarítmica se separa por cen­
trifugación, se lava dos veces con tampón de fosfato esteriliza­

do (0,5 molar, Pg 7,5) y se vuelve a suspender en el mismo tam-
O

pón de manera que la densidad de células ascienda a 10 células/ 

cc. A la suspensión de células se agrega el metansulfonato de 

etilo de manera que la concentración de la sustancia mutágena 

sea de 0,1 molar. El preparado se agita durante 2 horas a tem­

peratura ambiente, a continuación se separan las células por cen 

trifugación, se lava dos veces con tampón de fosfato y a conti­
nuación se vuelven a suspender en solución nutriente fresca y
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se incuba.
Ejemplo 6

Obtención de la mutante CBS 4-37.77 o bién ATCC 31 385 de la cepa 

salvaje Chol 73 (CBS 660.77 o bién ATCC 31 384).
A) Numerosos microorganismos degradadores de esterina se aisla­

ron de muestra de tierra segdn los métodos de enriquecimiento 
usuales. Entre estas cepas se buscaron a continuación por incu­

bación con colesterina marcada 4-14 C y 26-14 C microorganismos 
que degradan- las esterinas preferentemente por el lado de*Jas 
cadenas laterales. Aquí demostró la cepa Chol 73 con 26-14"0** 

colesterina las máximas proporciones de degradación y demostró 

ser así especialmente adecuada para la selección de los matan­

tes defectuosos de degradación.

El método descrito a continuación del aislamiento - de 
los mutantes no solo se puede emplear para la presente cepa - 

Chol 73 perteneciente al grupo de las bacterias corineformes, 

sino también para cualquier otra especie.

La mutación de la cepa Chol 73 se efectuó por trata­

miento con l-metil-3-nitro-l-nitrosoguanidina. Las células se 

cultivaron durante 48 horas a 30SC en medio A.
Medio A: 1,0 % de extracto de levadura

1,0 % de peptona 

0,5 % de glucosa

25
PH 7,5.
El cultivo de células con un titulo de células de 2 x

Q
10° células/cc se trató durante 1 hora a 306C con el compuesto 

mutágeno (1 mg/cc), a continuación se lavó y se cultivó durante 

otros 3 días en medio nutriente B hasta un título de células 

10^ células/cc.
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Medio B: 0,05 % de dihidrogenofosfato sódico

0,20 % de dihidrogenofosfato dipotásico 

0,05 % de sulfato de magnesio x 7 HgO 
0,02 % de cloruro de calcio x 2 HgO 

0,005 % de sulfato de manganeso x 4 HgO 

0,005 % de sulfato de hierro II x 7 HgO 
0,10 % de sulfato amónico 

0,0001 % de D-biotina.
B) 0,1 cc de esta solución de cultivo asi obtenida se trasladó 
a 10 cc de medio nutriente B con adición de 0,1 % de polioxi- 
metilmonolaurilóter y 0,1 % de ácido 3-oxo-pregna-l,4-dien-20- 

carboxílico y se incubó durante 36 horas a 30BC. Para fomentar 
los mutantes con defectos en el sistema degradador del anillo 
se diluyó non medio nutriente fresco, previamente calentado, de 

la misma composición, a 10^ células/cc, se agregaron 1000 UI 

de penicilina G/cc y se incubó durante otras 24 horas a 3090. 

Después se lavaron las células se aplicaron sobre placas de 

agar con medio nutriente B más un 2 % de agar y 0,5 % de glice- 

rina. Después de multiplicarse las células a colonias grandes 

visibles se estampó con la técnica de estampación de Replica 
sobre agar nutriente B más un 0,1 % de polioxietilenmonolauril- 

éter y 0,1 % de ácido 3-oxo-pregna-l,4-dien-20-carboxilico y 
se incubó de nuevo. Dentro del marco de este tamizado se aisla­

ron más de 50 colonias de mutantes que, después de estampar so­

bre terreno nutriente conteniendo esteroide ya no crecieron más, 

Para la selección de los mutantes más interesantes se 

inyectaron las cepas con 2 cc de solución nutriente A, se incubé 

durante 24 horas a 30SC, después se mezcló adicionalmente con 

un 0,2 % de polioxietilenmonolauriléter y 0,2 % de colesterina y 
después de otras 72 horas se analizó la solución de cultivo. El
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contenido de los tubitos se agitó en cada caso con 0,5 cc de 

metilisobutilcetona, se centrifigó, se aplicaron cantidades 
alícuotas de la fase orgánica sobre placas de gel de sílice de 
Merck y se reveló en la mezcla de eluyente benceno-acetato de 

etilo (70 + 30). La demostración de los esteroides sobre la pla­

ca de cromatografía se realizó por pulverización con la mezcla 
ite HgSO^ encentrad. + etanel (1 + 1) y calentaiaiento a ccnti- 

nuación a 120SC. Aquí se apreció la cepa de CBS 437*77 o.bién 

ATCC 31 385 como mutante que posee un bloque en la degradación 
del sistema de anillo de la esterina.

Ejemplo 7 -'
Para la comprobación más exacta de la transformación 

de esterina por el corynebacterium CBS 437*77 o bién ATCC 31 
385 se cultivó previamente la cepa en un preparado de matraz 
de agitación con 100 cc de solución nutriente A a 30SC y una 
frecuencia de agitación de 150 r.p.m. durante 24 horas. Después 

se agregaron un 0,1 % de solución de colesterina y en distintos 

periodos de tiempo se tomaron muestra que se analizaron.

20 cc de la solución de cultivo se ajustaron con áci­

do sulfúrico 2-n a un p^ 2,0 y el perforador se extrajo durante 

3 horas con metilisobutilcetona, áster acético, n-hexanol, n- 

octanol, cloroformo o n-hexano. Cantidades alícuotas de la fase 

orgánica se aplicaron sobre placas de gel de sílice de Merck y 

se revelaron en la mezcla de eluyente tolueno-butanona (80 + 20). 

La evaluación de la cromatografía se efectuó en un scanner de 

capa delgada a 250 nm. Como componente principal de la trans­

formación de colesterina se hallaron 50 mg de ácido 3-oxo-preg- 
na -l,4-dien-20-carboxilico junto con reducidas cantidades de 

andróst-4-en-3,17-diona y androst-l,4-dien-3,17-diona.

Ejemplo 8
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Ejemplo 8
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Para la ulterior comprobación de la transformación de 

esterina por el corynebacterium spec. CBS 437.77 o bián ATCC 

31385 se cultivd previamente la cepa en un preparado en matraz 
agitador con 100 cc de solucidn nutriente A a 30SC y una 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 tiempo 

se tomaron muestran que se analizaron.
20 cc de solucidn de cultivo se ajustaron con ácido 

sulfúrico 2-n a un Pg 2,0 y en el.perforador se extrajo durante 

3 horas con acetato de etilo. Cantidades alícuotas de la fase 
orgánica se aplicaron sobre placas de gel de sílice de Merck 

y se revelaron en la mezcla de eluyente polueno-butanona (80 + 

20). La evaluacidn de la cromatografía se efectuó en un scarner 
de capa delgada a 250 nm. Aquí se demostrd la formación de 20- 

carboxi-pregna-1,4-dien-3-ona y 20-carboxi-pregna-4-en-3-ona 

junto con reducidas cantidades de androst-4-en-3,17-diona y 

androst-l,4-dien-3,17-diona.
Ejemplo 9

La solucidn de cultivo del ejemplo 7 se concentró en 

el evaporador rotativo a 1/4 de su volumen inicial, se ajustó 

con NaOH a un pg 13 y se mezcló con tres veces su volumen de 

metanol y la masa de células se separó a continuación por cen­

trifugación. La solucidn de cultivo libre de células se pasó 

a 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. La 20-carboxi-pregna-4-en-3-ona y 20-carboxi- 

pregna-l,4-dien-3-ona se separaron a continuación del intercam-30.
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biador de iones con ácido acético al 10 % y se enriquecieron.
El eluado enriquecido se evaporé hasta sequedad, se recogió con 

amoniaco al 5 % bajo ligero calentamiento, se enfrió a 4SC y 
los productos precipitados se separaron por filtración. Median- 

5. te solubilización, extracción en éter y recristalización en ben­

ceno repetida se pudo purificar ampliamente el ácido 3-oxo-preg- 

na-1,4-dien-20-carboxilico.

Descrita suficiéntemente la naturaleza del invento, 

asi como la manera de realizarlo en la práctica, debe hacerse

10. 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
-1.- Procedimiento para 1.a obtención de compuestos de 

ácido 17-C-esteroide-c(-propi6nico por disociación de la cade­

na lateral microbial en sustratos de asteroides de cadenas late­
rales 17-C, caracterizado porque a) mutantes de bloque de defec­
to de microorganismos, que también bajo ausencia de los inhibi­
dores de la degradación del anillo esteroide y/o inhibidores del 
crecimiento suministran compuestos esteroides con el resto del 
ácido 17-C-o(.-propiónico, se cultivan en un medio nutriente acuoj 
so bajo condiciones aeróbicas en presencia del sustrato de este­
roide bajo enriquecimiento de los compuestos de ácido 17-C-este 
roide-tA-propiónico en el caldo de fermentación y b) los com­

puestos de ácido 17-C-esteroide-c¿,-propiónico formados se aís­

lan *
2. - Procedimiento según la reivindicación 1, caracte­

rizado porque para la obtención de ácido 3-oxo-pregna-4-en-20- 
carboxílico ( A -4 BNC) y/o ácido 3-oxo-pregna-1,4-dien-20-car 
boxílico ( A  -1,4 BNC) a) un microorganismo suministrador, 

también bajo ausencia de inhibidores para la inhibición de la 
degradación del anillo esteroide y/o del crecimiento de A  -4 
BNC y/o A -1,4 BNC en un rendimiento de como mínimo un 15% en 
peso, referido al sustrato de esteroide empleado, se cultiva en 
un medio nutriente acuoso bajo condiciones aeróbicas y en pre- ¡

t

sencia de un sustrato de esteroide de cadena lateral 17-C bajo i 

enriquecimiento de ácido 3-oxo-pregna-4-en-20-carboxílico y/o 

3-oxo-pregna-1,4-dien-20-carboxílico y b) a continuación se ais- 

la el ácido 3-oxo-pregna-4-en-20-carboxílico y/o ácido 3-oxo- ¡ 

1,4-dien-20-carboxílico formado. ¡

3. - Procedimiento según la reivindicaciones 1 ó 2, }
!t
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15.

caracterizado porque se trabaja con mutante de bloque de defec­
to como microorganismos que se han cultivado por mutación y 

selección a continuación de aquellas cepas salvajes seleccio­

nadas que son capaces de crecer sobre compuestos esteroides 

con cadenas laterales 17-C como, preferentemente, única fuen­

te de carbono, como mínimo con velocidad de degradación aproxi­

madamente igual para la cadena lateral como para la parte de 
anillo de los compuestos esteroides, pero que, preferentemente, 

sin embargo, tienen una velocidad de degradación de cadena-la­
teral mas elevada.

4.- Procedimiento según las reivindicaciones 1 hasta 

3, caracterizado porque los imitantes de bloque empleados se 

han cultivado de cepas salvajes que, en el crecimiento sobre 

compuestos esteroides, dan un rendimiento de degradación selec­

tivo bajo condiciones standard según la fórmula general

I = a . 10^

20 .

25

30

donde a es el factor de crecimiento y b el factor de selecti­

vidad del crecimiento de la cepa salvaje y el índice de selec­

tividad I muestra el valor numeral de como mínimo 10, prefe­
rentemente de como mínimo 100.

5. - Procedimiento según la reivindicación 4, carac­

terizado porque el índice de selectividad I de la cepa salvaje 
asciende como mínimo a 10^.

6. - Procedimiento según las reivindicaciones 1 has­

ta 5? caracterizado porque el factor de selectividad b de la 
cepa salvaje empleada para el cultivo de los matantes de blo­

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

preferentemente a 0,2, en especial asimismo a como mínimo 1.
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7. - Procedimiento según las reivindicaciones 1 has­

ta 6, caracterizado porque el cultivo de las cepas salvajes pa­

ra la selección a continuación según su indice de selectividad 

I se ha efectuado sobre un compuesto de esteroide de cadena la­

teral 17-C de aquella clase, como fuente de carbono, que se em­

plea en el procedimiento principal como material de utilización, 

siendo preferentemente este compuesto esteroide la única fuen­

te de carbono empleada para el cultivo de las cepas salvajes.

8. - Procedimiento según las reivindicaciones 1 has­

ta 7, caracterizado porque se trabaja con aquellos matantes 

de bloque de defecto que en el cultivo de la población de Ru­

tantes de una mutación conocida de las cepas salvajes selec­

cionadas no crecen o prácticamente no crecen sobre un medio 
de separación de imitantes, mientras las cepas de mutantes 

acompañantes indeseadas crecen y de esta manera o bién duran­

te su crecimiento han sido matados.

9. - Procedimiento según la reivindicación 8, carac­

terizado porque como medio se separación 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 átomos de carbono o en la posición 17-C tam­
poco contiene una cadena lateral, habiéndose empleado, sin em­

bargo, preferentemente un compuesto esteroide con 3 átomos de 

carbono en la cadena lateral 17-C.

10. - Procedimiento según las reivindicaciones 8 y 
9, caracterizado porque en el medio de separación de mutantes 

como fuente de carbono se ha empleado como mínimo un compues­

to de ácido 17-C-esteroide-c^ -propiónico y éste se emplea aquí 

preferentemente como única fuente de carbono del medio de se­

paración.30.
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11. - Procedimiento según las reivindicaciones 8 has­
ta 10, caracterizado porque el (los) compuesto(s) de ácido 
17-C-esteroide-iÁ-propiónico deseado(s) como producto del pro­

cedimiento se han empleado como única fuente de carbono en el 
medio se separación de los matantes.

12. - Procedimiento según las reivindicaciones 8 has­
ta 11, caracterizado porque las cepas que crecen en el medio 

de separación de los matantes se han matado en presencia* de. 

mutantes de bloque de defecto no crecientes y sin dañarles, 

por ejemplo, por adición de antibióticos o bajo el empleo de

13.- Procedimiento según las reivindicaciones 1 has­

ta 12, caracterizado porque se trabaja bajo ausencia de ^ ,c{ 

dipiridilo o 8-hidroxiquinolina y, preferentemente, también 

bajo ausencia de otros inhibidores que inhiben el crecimiento 

y/o la degradación del anillo esteroide.

14*- Procedimiento según las reivindicaciones 1 has­
ta 13, caracterizado porque se trabaja con mutantes de bloque 

de defecto que en el ensayo standard libre de inhibidor sumi­

nistran un rendimiento de A -4 BNC y/o A -1,4 BNC sobre co­

lesterina o sitosterina de como mínimo un 30 % en peso y prefe­

rentemente sobre colesterina de como mínimo un $0 % en peso, 

referido al compuesto esteroide empleado.

15. - Procedimiento según las reivindicaciones 1 has­

ta 14, caracterizado porque se trabaja con mutantes dé bloque 

de achromobacter, arthrobacter, bacillus, brevibacterium, ciry- 

nebacterium, flavobacterium, microbacterium, mycobacterium, 

nocardiam protaminobacterium, serratia o streptomyces.
16. - Procedimiento según 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.. spoc. (CBS 660.77 o bién 

ATCC 31384).

17. - Procedimiento según las reivindicaciones 1 
hasta 16, caracterizado porque se trabaja con la mutante de blo­

que Chol. spec. 73-M11 (CBS 437.77 o bién ATCC 31385).
18. - Procedimiento según 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 átomos de carbono, especialmente 8 hastí 
10.átomos de carbono.

19. - Procedimiento según las reivindicaciones 1 

hasta 18, caracterizado porque se trabaja con esterinas de ori­
gen animal y/o vegetal, especialmente con colesterina, sitosteri- 
na, estigmasterina, campesterlna y/o ergosterina o sus derivados, 
tales como colestenona, sitostenona o estigmastenona.

20. -.Procedimiento según las reivindicaciones 1 
hasta 19, caracterizado porque el sustrato de esteroide a trans­
formar se agrega a la zona de reacción como mínimo en forma amplm 
mente continua.

21. - Procedimiento para la obtención de compues­

tos de ácido 17-C-esteroide-c¿-propiónico, tal y como queda sus-
i

tancialmente descrito en la presente memoria. !

!
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Esta Memoria consta de 49 hojas escritas a máqui­
na por una sola cara!.
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