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Jedng z cech charakterystycznych zwigzkow stanowigcych grupe hor-
monéw steroidowych jest to, ze w ich czasteczce wystepuje grupa keto-
nowa, wzglednie 2-rzedowa hydroksylowa lub obydwie razem.

Stwierdzono, ze na drodze chemicznej udaje sie latwo te zwiazki prze-
prowadzi¢ jeden w drugi stosujac redukcje grup ketonowych lub utle-
nienie grup hydroksylowych. Wobec tego podjeto préby nad przeprowa-
dzeniem reakeji uwodornienia przy pomocy mikroorganizméw.

Mamoli i Vercellone w 1937 r. [9] osiagneli redukeje grupy karbony-
lowej poddajac dzialaniu drozdzy dehydroandrosteron rozpuszczony w al-
koholu.
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Ci sami [7] autorzy przeprowadzili przemiane At_androstendionu w te-
stosteron réwniez pod wplywem drozdzy.
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Mamoli i Vercellone w 1938 r. w szeregu prac zwiazanych z utlenieniem
2-rzedowych grup hydroksylowych do ketonowych w hormonach steroi-
dowych przeprowadzili réwniez przy pomocy drozdzy przemiane dehydro-
androsteronu [10] w A%-androstendion.
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W kilka miesiecy po opublikowaniu tej pracy ukazalo sie wyjasnie-
nie (6,5) dotyczace tej przemiany. Okazalo sie, ze utlenienie dehvdroan-
drosteronu spowodowaly bakterie, ktérymi drozdze uzyte do przemiany
zostaly przypadkowo zakazone. Ustalono, ze wyizolowane z plynu fermen-
tacyjnego aerobowe paleczki przypominaja szczep Corynebacterium hel-
evolum L. N. Nazwano je Corynebacterium mediolanum nie identyfikujac
blizej, wymieniono tylko kilka danych charakterystycznych dla tego
szczepu jak: wzrost na bulionie, Zelatynie, kartoflu itp. Mamoli [8]
w 1938 r. opracowal po szeregu do$wiadczen prosta metode, pozwalajaca
na otrzymanie testosteronu o duzej wydajnosci, wynoszacej 81%s.

W pierwszej fazie doswiadczenia poddawano dehydroandrosteron utle-
niajgcemu dzialaniu szczepu Corynebacterium mediolanum, otrzymujac
androstendion, na ktéry w drugiej fazie dzialaly drozdze powodujace jego
przemiane w testosteron.
~ Arnaudi [2] w tym samym roku badat wplyw szczepu Micrococcus de-
hydrogenans na steroidy i stwierdzil, ze dehydroizoandrosteron [A5 andro-
sten (3f) ol (17) on] zostaje utleniony do androstendionu.

Ercoli [3] w 1940 r. podat do wiadomosci o prawie ilosciowej przemianie
réwniez dehydroizoandrosteronu w androstendion, zachodzacej pod wply-
wem bakterii wyizolowanych z odpowiedniego $rodowiska.

Hughes i Schmidt w 1942 r. doniesli, ze szczep Alcaligenes faecalis wy-
izolowany w 1940 r. z jelita Slepego prosigt utlenia dehydroizoandrosteron
do androstendionu. Podloze fermentacyjne stanowila surowica barania,
czas fermentacji trwatl 6 dni.

Molina i Ercoli w 1944 r. ustalili, ze wyizolowany przez nich szczep

" Flavobacterium carbonilicum powoduje przemiane dehydroizoandroste-
ronu do androstendionu oraz androstendiolu do mieszaniny testosteronu
i androstendionu. Turfitt w 1946 r. opisal przebieg przemiany dehydro-
izoandrosteronu w A* androstendion. -
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Szczep nalezacy do rodzaju Proactinomyces hodowano na pozywce mi-
neralnej z dodatkiem steroidu, w ciagu 4—7 dni. Wydajnos¢ wyno-
sita 96%o.

Celem niniejszej pracy byla préba odtworzenia syntezy testosteronu
z dehydroizoandrosteronu pod wptywem roéznych rodzajow bakterii zbli-
zonych do opisanych w pismienictwie oraz pod wptywem drozdzy.

CZESC DOSWIADCZALNA

W pierwszym etapie niniejszej pracy zajeto sie otrzymaniem andro-
stendionu z dehydroizoandrosteronu (preparat angielski pt. 147°C) po-
przez utlenienie substratu za pomocg odpowiednich bakterii.

Opierajac sie na danych z piémiennictwa, prébowano utworzy¢ mieszanki
utleniajace bakterii, skladajace sie z nastepujgcych szczepow:

1. Acetobacter mesoxydans 11 111. Escherichia coli
Acetobacter mesoxydans 9 Bacillus cereus
Bacillus cereus Seratia marescens
Seratia marescens. Acetobacter mesoxydans 11
11. Escherichia coli Acetobacter xylinum,
Bacillus cereus 1V. Corynebacterium sp.
Seratia marescens Acetobacter mesoxydans 11
Acetobacter mesoxydans 11. Acetobacter xylinum.
Podloze Szczep

1. | Brzeczka 18" Bal —- 280 ml; m/5 KH,PO, — 10ml; | dcefobacter zylinum
m/5 Na,HPO, 10 ml; CaCO,4 0,1% Aspergillus niger

2. Wreciag miesny --pepton 19; NaCl 0,5; glikoza 1%. | Corynebacterium pseudodiphte-
riae

3. Glikoza 20 g: ekstrat drozdz. — 5 g; pepton 5g; | Corynebacterium psewdodiphte-
trypton —- 5 g: CaC0, — 2,5 g do 1 litra H,O riae

4. NHXO, 0.1°%: K,HPO, 0,025%, MgRO, - TH,0 | Corynebacierium sp.
0,025%: NaCl1 0.0005%,; FeR0, - TH,0 0,0001%; | Alcaligenes faecalis
CaC0, 0,5%; glikoza 0,19].

! Surowica konska Alcaligenes faecalis

6.! KH,PO, — 1 g: KCl— 0,5 g; MgSO0, - 7H,0 — | Aspergillus niger

0,5 ¢: Fesu, - 7H.0 — 0,01 g; ZnS0, — 0,01 g;
NH,NO, —3 g: glikoga — 3 g do 1 litra H,O.

o

Postugiwano sie réwniez pojedynczymi szczepami mikroorganizméw
jak: Acetobacter xylinum, Acetobacter pasteurianum, Aspergillus niger,
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Alcaligenes faecalis, Corynebacterium pseudodiphteriae, Corynebacterium
sp., Escherichia coli. Ponadto podloza szczepiono ziemig oraz bakteriami
z powietrza.

- Zasadniczym podlozem uzytym do przeprowadzenia procesu utleniania
bylo wziete z prac Mamoliego nastepujgce podtoze: woda drozdzowa 60 ml;
m/5 NasHPO, 10 ml; m/5 KH>POy 10 ml.

Oprocz tego podloza stosowano — starajgc sie stworzyé najlepsze wa-
runki dla przebiegu syntezv — calv szereg innvch. poniewaz zasadnicze
podloze bylo zbyt ubogie dla uzyvskania wzrostu pewnych bakterii.

Do wyzej wymienionych podlozvy dodawano dehvdroizoandrosteron
w ilosciach od 50—300 mg na 100 ml pozvwki. Dehvdroizoandrosteron
dodawano w postaci sproszkowanej, badZ rozpuszczony w dioxanie, ace-
tonie lub etanolu. Dodawanie dehvdroizoandrosteronu do pozywki w roz-
puszczalniku wywolywalo wytracenie sterclu. Dc doswiadczen uzvwano
réwniez octanu dehydroizoandrosteronu w postaci nierozpuszczonej lub
w rozpuszczalniku (aceton. etanol). Dehvdroizoandrosteron dodawano do
pozywki bezposrednio po jej wyvijalowieniu lub po trzech dniach inkubacji
szczepu w danym podlozu.

Przemiane dehydroizoandrosteronu w androstendion przy pomocy mie-
szanek bakterii lub czystych kultur przeprowadzano w rézny sposob.
Stosowano hodowle stojace, wytrzasane, napowietrzane i natleniane w cza-
sie od 6—30 dni, w temperaturach wilasciwych dla danych szczepéw.

Przed zaszczepieniem podiozy, bakterie szczepiono na odpowiednie po-
zywki hodowlane w celu uzyskania jak najwiekszego inoculum.

Po skoniczonej inkubacji przystepowano do ekstrakeji otrzymanego pro-
duktu. Kazdg prébe autoklawowano i sgczono. Nastepnie saczek wraz
z zawartosciag zalewano odpowiednig iloscig eteru, acetonu lub chloro-
formu, ktére sg gltéwnymi rozpuszczalnikami sterolu i ekstrahowano pod
chlodnicg zwrotna. Po ekstrakcji, pozbywano sie zanieczyszczen przy po-
mocy 1 n NaOH, 1 n HCI] i wody destylowanej, po czym eterowy roztwor
pozostawiano do wykrystalizowania.

W otrzymanym po krystalizacji produkcie, oznaczano temperature top-
nienia poréwnujac z temperaturg topnienia androstendionu. W celu prze-
konania sie, czy dehydroizoandrosteron wplywa na metabolizm stosowa-
nych w pracy bakterii, przeprowadzono odpowiednie badanie w aparacie
Warburga [1]. Zawieszony w soli fizjologicznej szczep bakteryjny wpro-
wadzono do roztworu zawierajacego bufor fosforowy, 1% glikoze i de-
hydroizoandrosteron rozpuszczony w etanolu: obserwowano intensywnosé¢
oddychania w poroéwnaniu z kontrolnym naczynkiem nie zawierajacym
sterolu.

W wypadku Alcaligenes faecalis, Corynebacterium sp., Aspergillus niger
oraz szczepu E izolowanego z ziemi, stwierdzono nieznaczny wplyw de-
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hydroizoandrosteronu na zwiekszenie procesu oddychania, w poréwnaniu
z probg kontrolna. Brak powtarzalno$ci uzyskanych na aparacie Warburga
wynikow, nie pozwala na stwierdzenie z calg pewnoscig przyswajalnosci
badanego sterolu przez stosowane W pracy bakterie.

Po przeprowadzeniu kilkudziesieciu doswiadczeh z zastosowaniem roz-
nven warunkéw: podloza, sposobu prowadzenia hodowli, czasu trwania
inkLbacji. gestosci szCzepu. roznych kombinacji bakterii oraz sposobow
ekstrakcil. nie stwierdzono biochemicznej syntezy androstendionu przy
uzveiu dehvdroizoandrosteronu jako substratu.

Potwierdzenie otrzvmanyvch wynikow niniejszej pracy znaleziono w pi-
émiennictwie. Mianowicie: Ulmann podaje w zwiazku z pracg Mamoliego,
ze jakkolwiek pozornie najprostszym sposobem otrzymania testosteronu
z dehydroizoandrosteronu jest metoda mikrobiologiczna, jednak w prak-
tyce jest ona nie do przeprowadzenia.

A. Becmex, I'. Konxoav, 5. Dozyyxa, I'. Taiiysl

[IOTILITKA CIIHTE3A TECTOCTEPOHA U3 IErUIPOU30AHIPOCTEPOHA
MIIKPOBIIOTOMHUECKUM NTYTEM

Codeprcane

Onupasch HA JUTEPATYPHBIX JAHHBIX aBTODPBI IBITA-TICH po3padoTaTh CHOXHMUUECKHN METOX
TIONYUEHHAA TECTOCTEPOHA U3 JETMAPOM302HAPOCTEPOHA. TlepBeiit 3Talm 3TOTO CHHTE33; IOJY-
Yepye M3 MECHAPONAcAMPOCTEPOHA-AHAPOCTEHINOHA, MPOBOAMICA B PasTHUHBIX YCIOBHAX
BLIDAIHMBAHMS HA POSJMMHEIX IHTATCABHBIX CpEaX M UITAMMAX. Po3padoTaHbl TAKYKEe COOTBET-
CTBEHHBIE METOMABI SKCTPAKIMU.

B mpeIcTaBIIeHHBIK YCIOBHAX aHIPOCTEHAMOH HE BBl MOJIyUeH.

A. Biestek, H. Kakol, J. Bogucka, H. Gajey

AN ATTEMPT TO SYNTHESIZE TESTOSTERONE FROM DEHYDROISOANDRO-
STERONE MICROBIOLOGICALLY

Summary

On the basis of data from the literature an attempt was made to synthesize bio-
chemically testosterone from dehydroisoandrosterone. The first stage of the syn-
thesis, preparation of androstendione from dehydroisoandrosterone, was carried out
in various conditions of cultivation and with various media and strains. Appropriate
methods of extraction were also developed. The attempt to synthesize androstendione
was unsuccesful.
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