
Weitere Voraussageii der Theorie betreffen die Vurgange 
beim Kerneinfang eines K--Mesons. Da sich S hierbei ehen- 
falls nicht andern  kann, mu8 ein solcher Einfang imrner ztir 
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Pt~iiizipskizrc eittes K--Eiiifanpes i i i  Rtihe. Das Ereigriis wul-de i t t  
tler Kerneniiilsioii beobachtet .  Die Sptiren 1 ,  2 und 3 stainmen walii-  
sclieiiilich von Protonen oder a-Teilchen. Das gleichzeitig emi t t ie r te  
.I"- tfyperori zerfdllt hiei' ziifallig bereits tiacli lo-" sec (beobaclitet 

i n  Bern) 
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Bildung eines Hyperuns fiihren, das dieselbe Strangeness 
hat ,  wie das &-Meson. Die meisten Kerneinfange von K - 
Mesonen wiirden bis jetzt  in der Kernemulsion beobachtet. 
Hierbei stellte man fest, daB tatsachlich ein verhaltnis- 
ma8ig groDer Bruchteil der bei solchen Einfangen emittier- 
tcn Teilchen I-lyperonen oder Hyperfragniente sind. 

Der Erfolg dieses Schemas darf aber nicht dariiber hin- 
wegtauschen, daB viele der wesentlichen Probleine unge- 
l0st sind. Zunachst einmal ist unbekannt,  was dieses Ord- 
n iingsschema physikalisch b e d e  LI t e  t ,  rnit andern Wor ten ,  
wie man es durch Erweiterung iinserer Vorstellungen 
zwanglos erhalten kiinnte. Die Situation erinnert a n  die 
Zeit der  Erforschung der Elektronenhiille, wo zwar die 
l!a/mrrsche Serienformel die Berechnung der Spektrallinieii 
dcs H-Atoms mit guter Genauigkeit gestattete,  aher ihre 
Ikg rundung  iinbekannt war. Diese folgte bekanntlich erst 
\:iel spater durch die Quantenmechanik. Daneben bleiben 
I I ( J C I I  v ide  andere Fragen offen. Sie betreffen vor allem eine 
hefriedigende Begrundung der Vielzahl von gefundenen 
Elementarteiichen, sowie ihre Eigenschaften, wie Masse, 
Lebensdauer, Spin u. a. Bei der Untersuchung dieser Fra- 
Ken sind wegen ihres fundamentalen Charakters ohne  Zwei- 
tel noch bedeutsanie Ergehnisse zii erwarten.  
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Mikrobiologische Urnwandlungen von Steroiden 
fur technische Zwecke 

Votz Dr. E. V l S C H E  R urid Dr.  Dr. h. c. A.  W E  T T S  T E I N  

Forsrli~irigslaOoratorien drr C I R A  Aktio~ges~ll.schaff, Basel 

Mikrobiologische Urnwandlungen von Steroiden werden  technisch ve rwende t ,  wenn d ie  chernischen 
Methoden schwierig o d e r  nicht ausreichend sind. Zunachs t  wi rd  e ine  Ubersicht iiber d i e  moglichen 
Reaktionstypen, wie Hydroxylierung, Dehydrierung, Seiten ketten-Abbau, stereospezifische Einwirkung 
auf Razernate usw. gegeben. Fur d ie  rnikrobiologische Reaktion wird das geloste Steroid z u r  Kultur des 
betreffenden Mikroorganisrnus zugegeben; nach e iner  gewissen lnkubationszeit werden  d ie  umge- 
wandelten Steroide ex t rah ier t  und direlct ode r ,  wenn Nebenproduk te  en ts tanden  sind, durch  Gegen- 
stromverteilung o d e r  Chromatographie  isoliert. Technisch werden  besonders die Hydroxylierung i n  

11 x-, I1  y- und 21-Stellung, d ie  1,2-Dehydrierung sowie d e r  Abbau von Se i tenket ten  benutzt .  

1. Einleitung 
V o r  genau 20 Jahren wtirde erstmals heobachtet ,  dalS bc- 

s t i  m in t e d i e 
Steroidc in spezifischcr Art i ind Weise anzugreifen vermo- 
gen. Die friihestcn Arbeiteii i i i  dieser Richtitngl) ,  die rnit 
den Namen von Mamoli, Vercellor~e, Ercoli, Ariiaudi, Bu- 
Icriarxft uiid Wrffslriri verbunden sind, betrafen fast  atis- 
schlielSlich Uniwnndlungen von Pregnan- u n d  Androstan- 
Verbindungen niit Hilfe von Bakterien und  garcnden He- 
fen .  Dabei wcirde eirierseits Hydrierung von Carbonyl- 
Grtippen irnd dazii konjirgicrter C-C-DoppelbindLingeti Lind 
andererseits Dehydrierrciig von sckundaren Hydroxyl-Grup- 
pen  heobachtet. Diese enzymatischen Reaktioncn sind 
wohl theoretisch intcressant, sic wurden aber in der Tech- 
nik wohl k a u i n  fiir die Herstellung von Steroidhormonen 
v e r we n d e t , da die e 11 t sp rec h e n d e n  Rea k t  i o nen a uf c h e m  i- 
schem Wege einfacher i i n d  killigcr gelingcn. 

1949 bcschrieben Krdmli tind Horvath2) erstmals die 
enzyniatische Einfiihr-Ling einer Hydroxyl-Funktiori in das 

' 1  Llbei-siclital-elerate: 11. a. F .  G. Fischrr i n :  Neuere Methoden der 
prap .  erg. Chemie ,  Veilag Chetiiie, U'eittheini/BerSstr.. 1943, 
S. 155; 0. Hunc 11. E. Hied/-Trrmoun, Pharinazie 9, 877 [1954].  

'1 A. Krorizli i i .  ./. H f i r i 4 f / i ,  Nature  [Londoil]  / h 2 ,  619 [ l Y 4 X ] :  i i j i ,  
210 II<IJIJI. 

Mi k r i) o rg a n i  s in e ri E n  z y rn e prod uz i e r en, 

Steroid-Geriist auf mikrobiologischein Wege, namlich die 
Uberfiihrung von Cholesterin in 7-Hydroxy-cholesterin. 
Doch erst I952 fanden solchc Uniwandliingen von Stcroiden 
allgemcines Interesse, als n21nlich Prtusorz und Murray:<, I )  

zeigen Itonnten, cia13 Steroitle durch einige Mikroorganisrnen 
hesonders glatt  a m  i(ohlenstoff-Atoni 1 I hydroxyliert wer- 
den. Es wurderi so Produkte  erhalten,  die speziell fur die 
Herstellung von Nebeiinierenrinden-Horiiiunen wertvoll 
sind, da sic die fiir gewisse biologische Wirkungen aus- 
schlaggebende Sailerstoff-Fiiriktion in 11 -Stellling atifweisen. 
Enzyrnatische Reaktionen dicser Art sind darum so wichlig, 
weil die rein chemische Einfiihrung der genannten Sauer- 
stoff-IFunktion rccht schwierig u n d  niir tinter Verwendung 
vielstufiger Verfahren miiglicli ist.  

Whnliche Hydroxyliertingen, hatiptsachlich in der 1 I % ,  
17%- und 21-Stcllung, ferner i n  der  6z-, 6$-, 18- ilnri 19- 
Stellung, kiinnen zwar auch niit Hilfe von Ncbennieren- 
Enzymen vorgenunimen werden, duch sind diese Prozessc 
recht umstandlich und deshalb technisch kaum traghar.  

") D. H .  Pctcrsort ti. H .  C .  Mrrr-ray, J. Aii icr .  c h e m .  S ix .  71 ,  1x71 
1 I952 1. 

') D. If. Pefersori 11. H .  C .  Mit r i -ay  ( U p j o l i i i  Cu.1, .A. P. 26027riY voiii 
8 .  , l i i l i  1962. 



I m Gegensatz dazu lassen sich die iiiikrobii,logischen Reale 
tionen ohnc groBe Schwierigkeiten in den technischen MalS- 
s t ab  u ber t ragen. 

In den letzten Jahren  haben sich eine ganze Anzahl von 
Forschungsgrtippen auf den1 Gebiete der niikrobiologischen 
Umwandlung von Steroiden betatigt  und es ist erstaunlich, 
wie viele Reaktionstypen gefunden wurden. Dabei wurden 
Bakterien, Actinomyceten, Hefen und  hauptsachlich nie- 
dere Fi!ze studicrt .  In1 Rahmen dieses Referates kaiin nur  
auf die neucsten Ubersichtsreferate von Fried und 
Mitarbeiterns), Petersor16), Weftstein’), Eppsfein und Mit- 
arbeitens), Finch !‘), Enthoven l o )  und  S h d /  11) verwiesen 
werden. I m  folgenden Abschnitt  werden lediglich die ver- 
schiedeiien Reaktionstypen kurz erlautert  uiid Arbci- 
ten  zitiert,  welche in den genannten Ubersichtsreferaten 
noch  nicht beriicksichtigt sind. 

2. Die verschiedenen Reaktionstypen 

H y d r o x  y l i e  r u  n g e  n sind die a m  haufigsten aufgefun- 
denen Reaktionen. Sie wurden bis jetzt  in mindestens 13 
verschiedenen Stellungen des Steroid-Gcrustes beobachtet, 
naitilich in der  6p-, 7a- und 7p-12), 89- oder 9 ~ - ,  
1 4 ~ .  15a- und 15(3-14), lea-, l la-l5) und  11$-15), 1 7 ~ ’ ~ )  

CH2 
‘11 

Mikrobiologische Hydroxyliertingeii 

tind 21-Ste l lu1 ig~~) .  Die vier letztgenannten Reaktionen 
sind fiir die Herstellung der Nebennierenriiiden-Hormone 
besonders wichtig. Es ist auffallend, daR sowohl primare, 
als auch sekundare oder tert iare Hydroxyl-Gruppen ein- 
gefiihrt werden konnen, ahnlich wie bei der Einwirkting der 
Nebennieren-Enzyme. In1 Vergleich zu letzieren greifen 
aber die Enzyme aus  Mikroorganisrnen vermehrt  von der 
A e i t e  der  Molekel.an, analog rein chemischen, volumino- 
sen Agentien. Mikrobiologische Hydroxylierungen in 6a-, 
18- und lg-Stellung, wie sie i n  den Nebennieren stattf inden, 
gelangen bisher nicht. 

Die enzymatische D e h y d r i e r u n g  von Steroiden ist 
cine weitere wichtige mikrobiologische Reaktion. So fuhren 
viele Organismen, hauptsachlich Bakterien, A5-3p-Hydr- 
oxy-Steroide in die entsprechenden A4-3-Keto-Derivate, 
ferner gesattigte sekundare Carbinole in die entsprechenden 
Ketone iiber; doch gelingen diese Reaktionen leicht auch  
auf chcniischem Wege. Von grol3em praktischem Inter- 
esse ist die Einfiihrung der zusatzlichen 1,2-Doppelbin- 

dung  in 11-3-Ketone, d. h. die Dehydrierung an den Kolt- 
lenstoff-Atomen 1 imd 2j5). 

Eine Reihe. von  Mikroorganisnien sind befahigt, die 
S e i t e n k e t t e  von Pregnan-Verbindtingen ziir entspre- 
chenden I7-Keto- oder 17p-Hydroxy-Verbindung a b z  I I -  

b a u e n .  Dieser Abbau geht bei eiiiigen Organisrnen noch 
weiter, indem der Ring D oxydat iv  aufgespalten wird tinter 
Bildung eines 6-Ring-Laktons. Parallel ZLI diesen Reak- 
tionen kann unter  Umstanden auch die I ,2-Doppclbindung 
im Ring A eingefuhrt werden. 

”) J .  Fried R. W .  Thorna, D. Perlman J .  E. Herr ti. A. Borman, 
Recent Progr. Hormone Research / I , ‘  149 [l955]. 

G ,  D. H.  Peterson in: Perspectives and Horizons ,in Microbiology, 
Rutgers Univ. Press, New Brunswick, N. J.  1955, S. 121. 

7> A. Weftstein. EXDerientia lBasell I t .  465 119551. 
R j  S. H .  Eppsthin P. D. Me&ter, H .  C.’Mur;ay ti.*D. H .  Peterson, 

Vitamins and Hormones 1.2 359 119561. 
3 ,  C. A. Finch, Manufact. Chimist 25, 247 [1954]; 26, 114 [1955]; 

77 4tiU I l Q F I t i l  
p.’ fi;’k,%&i& Chem. Weekbl. .52, 166 [1956]. 

1’1 G. M .  Shull .  Trans.  N. Y .  Acad. Scie. 79 11. 147 119561. 
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I l l  A114-Andro- IV I-Dehydro- 
testoiolakton stadiendion 

Als weitere mikrobiologische Uiiiwandlungen, die aber  
techniscli weniger wichtig sind, seien genannt die H y d r i e  - 
r u n g ,  speziell die Uberfuhrung von 3-, 17- oder 20-ye- 
tonen17) in die entsprechenden Alkohole sowie die reduk- 
tive Offnung von Epoxydenl*),  dann  die E p o x y l i e r u n g  
von Steroiden mit isolierten Doppelbindungen, z. B. in 
9,l I - ,  14- oder 16-Stellung, und schlieRlich die H y d r o l y s e  
von Estern und Athern,  beispielsweise Acetaten,  Cilucuro- 
niden oder Glykosidcn. 

Die mikrobiologischen Realitionen verlaufen selten ganz 
einheitlich. Rei den Hydroxylierungen beobachtet  inan oft  
die gleichzeitigr Bildung von niehreren Monohydroxy- 
Steroiden oder von eineni Gemisch von Monohydroxy- und 
Polyhydroxy-Derivaten. Auch kommen g e m i s c  h t e  R e a k -  
t i o n e n  vo r ;  so wtirde z. B. parallel zi i  einer Hydroxylie- 
rung Absatt igung einer C=~-Doppelb indLingl~)  oder gleich- 
zeitig mit einer Dehydrierung in 1,2-Stellung eine Reduk- 
tion der 20-Keto-Gruppe beobachtet $ O ) .  Gemischte Reak- 
tionen bei gleichzeitigern Einwirken niehrerer Mikroorga- 
nismen sind verschiedentlich in der Patentliteratin- beschrie- 
ben worden. 

Sclion Ianger i s t  bekannt,  da13 z. B. die niikrobiologischcn 
Hydroxylierungen, Hydrierungeri tind Epoxylierungeii 
einen s t e r e o s p e z i f i s c h e n  V e r l a u f  nehinen, indem man 
ausschlielilich das eine der beiden moglichen stereoisomeren 
Derivate der natiirlichen optisch aktiven Steroide erhalt .  
Erst  kurzlich fanden wirZ1) nun ,  da15 bei der Einwirkung 
auf die gepruften racemischen Steroid-Verbindungen nt i r  

das  riatiirliche Enantiornere umgewandclt und dami t  eine 
glatte Raceinatspaltung erzielt wird ; bei Raceinaten ein- 
facherer cycloaliphatischer Ketone t r a t  in absolutem Sinne 
sterisch identische Reduktion beider Antipoden ein und 
damit auch hier in1 Endeffekt R a c e m a t s p a l t u n g ~ ~ ) .  

17)  S. neuerdings: S. A. Srprlfogel, M.  S .  de Winfer  u. CV. J .  A l s c / ~ r .  

1% j N 11 r b e  i 4.5-’gesa t t igte n Verb i 11 d LI n ge if .  18)  B. Carnerino ti. A. Vercellone Gazz. chim. ital. 8(i 260 [1956i. 
18) Bei der Inkubation von 19-Nor-testosteron; vgl. Pedrrson u. Mit- Is) D. H .  Peterson, S .  H. Eppste/n,  P .  D. Meisfer,  B. j .  Magerlern. 

arb. J .  Amer. chem. SOC. 78, I512 [1956]; lop-Orientierung H .  C. Murray, H .  M.  Leigh, A. Weintruiib u. L .  M .  Reineke, J. 
g e m h  Privatmitteilg. Dr. Peterson. Amer. chem. Soc. 7.5, 412 [1953J; D. H. Peterson, H .  C. Murray, 
S. neuerdings S .  Bernstein ti. Mitarb.. Chem. and Ind. 1956. 1 1  I : S. H .  Epps te in ,  L. M .  Reineke, A.  Weinfraub, P. D .  Meisfer 11. 

H .  M. LeieR. i:Amer. chem. Snc. 7 d .  5933 119521. 

~~~ 
Recueil Trav. chim. Pays-Bas 7.5, 402 [1956]; vgl. Fusan. sfla). 

B. Camerin;, R. Modelli LI. C. Spalld,  Gazz. chirn. itsl. 86,’1226 
[1956]; E .  Kluger, R.  Siebcrt ti. A. Schribert, Naturwissenschaf- 
ten 44. 40 119571. Trav. chim. Paw-Bas 73. 1227 119561. 

O0) S .  A. Szp?lf&i/, P .  ~ A .  wan Hemert ti-M.-S‘.-de h’inter, Recueil 

I:,) Literaiur s: Abschnitt 4. 
16) S. neuerdings: W .  J .  McAleer 11. E. L Dulnney, Arch. Biochem. 

Biophysics 62, 111 [1956]. 

E. Vischer, J .  -Schmidlin ti. A: Weitstein, Experientia [Basel] 
12, 50 [1956]. 

gp) V .  Prelog u. W .  Acklrn,  Helv. chim. Acta 39, 748 [1956]. 
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Der M e c h a n i s m u s  mikrobiologischer Hydroxylierun- 
gen sowie solcher mit Nebennieren-Enzymen scheint auf 
einer direkten Einfuhrung von atmospharischem Sauerstoff 
zu beruhen23). 

3. Reaktionsbedingungen 

Auf die mikrobiologischen Reaktionen wurden die Er- 
fahrungen und Kenntnisse ubertragen, die in den letzten 
15 Jahren bei der Erforschung und industriellen Herstellung 
der Antibiotika gewonnen worden waren. Prinzipiell geht 
man folgendermaRen vor: Man zuchtet den Mikroorganis- 
mus submers unter aeroben Bedingungen und unter Schut- 
teln oder RuhrenZ4), d. h. in Schuttelkolben oder Gartanks, 
wobei Nahrlosungen von rniiglichst einfacher Zusammen- 
setzung verwendet werden. Die Temperaturz4) wird je 
nach den Bediirfnissen des verwendeten Organismus 
zwischen 24 und 30 "C gehalten. 

Man gibt das umzuwandelnde Steroid, gelost in Alkohol, 
Aceton, Propylenglykol oder einem anderen mit Wasser 
mischbaren und fur den Mikroorganismus wenig toxischen 
LBsungsmittel, entweder schon zur unbeimpften Nahr- 
losung oder erst zur angewachsenen Kultur zu, und zwar 
auf einmal oder portionenweise. Meist wird die Zugabe zur 
Kultur bevorzugt, doch scheint der Zeitpunkt der Zugabez4) 
keinen ausschlaggebenden EinfluR auf die nachfolgende 
enzymatische Umwandlung zu haben. Die Kul tur  wird 
darauf fur eine gewisse I n k u b a t i o n s - Z e i t ,  die je nach 
Umsetzung einige Stunden bis Tage betragt, unter den 
gleichen Bedingungen gehalten. 

23) M. Hayano M. C .  Lindberg, R .  I .  Dorfman, J .  E. H .  Hancock u. 
W. yon E .  'Doering, Arch. Biochem. Biophysics 59, 529 119551; 
M. Hayano, A. Saito, D. Stone u. R.  I. Dorfman, Biochim. 
biophysica Acta [Amsterdam] 27, 380 119561; M. L.  Sweat, R.  
A.  Aldrich, C .  H .  de Bruin, W. L. Fowlks, L .  R .  Heisell u. S .  H .  
Mason Fed. PrOc. /5, 367 [1956]. 

2 4 )  uber  den EinfluR der Versuchsbedingungen, wie mechanisches 
Ruhren, Beliiften, Temperatur und Art  der Zugabe des Steroids 
am Beispiel der 1 1  a-Hydroxylierung, siehe Abschnitt 4. 

Gelegentlich hat es sich als vorteilhaft erwiesen, die Pilz- 
kulturen vor der Zugabe der Substrate unter sterilen Be- 
dingungen ZLL filtrieren und dann die Steroide entweder mit  
den1 K ~ l t u r f i l t r a t ~ )  oder mit der waRrigen Suspension des 
Mycelsz5) allein zu inkubieren. Im letzteren Falle haftet das 
Enzym offenbar a m  Mycel, obschon die Steroid-Umwand- 
lung extrazellular stattfinden ~ 0 1 1 2 6 ) .  

Nach der Inkubation werden die Steroide aus dem Kul- 
turfiltrat, dem Mycel oder direkt aus der ganzen Kultur 
e x t r a h i e r t ,  wozu sich viele organische Losungsmittel 
eignen. Am haufigsten werden Chloroform, Methylenchlorid 
oder Essigester verwendet. Es ist gelegentlich empfehlens- 
wert, Kulturfiltrat und Mycel gesondert zu extrahieren und 
aufzuarbeiten, insbes. wenn sich aus dem Kulturfiltrat das 
einheitliche Umwandlungsprodukt gewinnen IaBt,  wahrend 
im Mycel daneben noch das nicht umgesetzte Ausgangs- 
material zu finden ist. S t a t t ,  durch Extraktion kann man 
die fermentierten Steroide auch durch Adsorption isolie- 
renZ7). Hierzu ruhrt man nach beendeter tnkubation bei- 
spielsweise Aktivkohle (4 g Kohle pro g eingesetztes 
Steroid) und ein Filterhilfsmittel in die Kultur ein, wobei 
die Steroide quantitativ adsorbiert werden. Nach der Fil- 
tration konnen die Steroide rnit geeigneten Losungsmitteln 
stufenweise aus dem Filterkuchen eluiert werden, so daR 
bcreits eine gewisse Auftrennung des Gemisches erzielt wird. 

Die I s o l i e r u n g  der Umwandlungsprodukte in reiner 
Form bietet keine Schwierigkeiten, wenn die betreffende 
mikrobiologische Reaktion einheitlich und mit guter Aus- 
beute verlauft. In  diesem Falle kann das Produkt direkt 
aus dem Rohextrakt kristallisiert werden. Wie aber bereits 
angedeutet wurde, entstehen bei diesen enzymatischen Um- 
setzungen haufig mehrere Produkte nebeneinander. Dann 

G .  M. Shull u. D .  A .  Ki ta ,  J. Amer. chem. SOC. 77, 763 [1955]. 
? 6 )  L. Bourgain, Dissert. Univ. Nancy 1956. 
27)  S. H .  Eppstein u. H .  M. Leigh (Upjohn Co.), A. P. 2759004 vom 

14. August 1956. 
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Bild 1. Biotische Entwicklungsabtellung der CI BA-Aktlengesellschaft in Basel: 50 I Gartanks mit  Hilfsaggregaten 
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enthalten die Extrakte mehr oder 
weniger komplexeSteroid-Gernische, 
die in ihre Komponenten aufge- 
trennt werden mussen. Dies ge- 
schieht am besten durch Gegen- 
stromverteilung oder Chromatogra- 
phie an Aluminiumoxyd, Silicagel, 
Kieselgur und dergleichen. Auf Ein- 
zelheiten dieser Methoden kann hier 
nicht eingegangen werden. Die Iden- 
tifizierung der so gewonnenen ein- 
heitlichen Umwandlungsprodukte 
geschieht schlieljlich rnit den klassi- 
schen chemischen und physikali- 
schen Methoden. 

Ein unentbehrliches Hilfsmittel 
bei allen diesen Operationen ist die 
P a  pie  r c h r o m a t  o g r a p h i e28). Es 
darf behauptet werden, daB ohne 
sie die rasche Entwicklung der Ste- 
roid-Fermentationen nicht moglich 
gewesen ware. Man verwendet die 
Papierchromatographie erstens, urn 
wahrend der Inkubation derSteroide 
laufend den Grad der Umwandlung 
festzustellen. Weiter werden mit ih- 
rer Hilfe die bei der Auftrennung 
der Steroid-Gemische anfallenden 
Fraktionen auf ihre Einheitlichkeit 
gepriift, und schlieRlich gibt sie bei 
der ldentifikation wichtige Hin- 
weise (Polaritat, verschiedene Farb- 
reaktionen, UV-Absorption) auf die 
Konstitution der erhaltenen Pro- 
dukte. Oft ist sie auch die beste 
Methode, urn komplizierte Fermen- 
tationsgemische praparativ aufzu- 
trennen, wobei besonders der sog. 
, , C h r o m a t o b l ~ c k ' ~ ~ ~ )  fur Mengen bis 
zu einigen Gramrnen gute Dienste 
leistet. Bild 2. Biotische Entwicklungsabteilung der CIBA-Aktiengesellschaft in Basel: rechts auf 

Zwischenboden 500 I Gartanks, links unten 5000 I Fermenter rnit Ruhrerantrieb und  
ZulaufgefaBen 

4. Technisch verwertbare Steroid-Fermentationen 

Die Anwendung der mikrobiologischen Reaktionen in der 
Technik ist natiirlich eine Frage der Wirtschaftlichkeit. Die 
Fermentation ist ein relativ teueres Verfahren und lohnt 
sich nur, wenn sie zu Produkten fiihrt, die mit chemischen 
Methoden gar iiicht oder nur iiber vielstufige Prozesse er- 
haltlich sind. 

Die technisch verwendeten A p p a r a t u r e n  sind im Prin- 
zip die gleichen, wie sie bei der Antibiotika-Fabrikation 
gebraucht werden, so daR sich eine nahere Beschreibung er- 
ubrigt. Auch hier wird von Kulturen in kleinstem M a k t a b e  
ausgegangen, welche dann in Fermentern von beispielsweise 
50 1 Inhalt (s.Bild 1) herangezuchtet werden, die wiederum 
zum Animpfen groRerer Gartanks dienen (s. Bild 2). In den 
letzten und groRten Gartanks, die ein Fassungsvermogen 
von bis zu 100000 1 haben, konnen dann die Steroide in 
Mengen von vielen kg inkubiert werden. E s  ist klar, daR fur 
die Technik nur enzymatische Reaktionen in Frage kom- 
men, die iiberwiegend einheitlich verlaufen, da z. B. die 
28)  R. Neher: Chromatoerauhie des steroi'des in E. Lederer, ed.; La 
' chromatographie en < h i h e  organlque, Masson et Cle., .Paris, in 

Vorbereitung [1958]; E.  Heftmann, Chem. Reviews 55, 679 
[1955]; I .  E. Bush, Brit. med. Bull. 70,229 [1954]; Recent Progr. 
Hormone Res. 9 321 [1954]; K .  Savard, ebenda 9, 185 [1954]; 
A. Zaffaroni,  edenda 8. 51 119531; L .  M .  Reineke, Analytic. 
Chern.--ZB, 1853 [1956]. ' 

E.  von A r x  u. R. Neher. Helv. chirn. Acta 39, 1664 [1956]. 

chromatographische Auftrennung von solchen Mengen 
eines komplizierteren Steroid-Gemisches nur schwierig zu 
bewerkstelligen ist. Zur Trennung im GroBen bedient man 
sich meist, insbes. dann wenn Adsorptionsrnethoden ver- 
sagen, der Gegenstromverteilung unter Benutzung der be- 
kannten Luwesta- oder Podbielniak-Apparaturen. Gelegent- 
lich IieRen sich auch primar ziemlich uneinheitlich verlau- 
fende Reaktionen durch geeignete MaRnahmen technisch so 
vervollkommnen, dab die Bildung unerwunschter Neben- 
produkte auf ein ertragliches Ma6 herabgesetzt wurde. 

Die 11 a-Hydroxylierung 
Fur diese Reaktion werden technisch wohl ausschlieR- 

lich Pilze verwendet, insbes. Mucorales der Gatttingen 
Rhizopus oder Aspergillus, obschon auch Acfinomyceteri die 
1 la-Hydroxylierung bewirken konnen. Wie schon erwahnt, 
beschrieben Peterson und Murray3. 4, als erste die Umwand- 
lung von Progesteron in 1 la-Hydroxy-progesteron durch 
einen Starnm von Rhizopus arrhizus rnit einer Ausbeute von 
10%. Wenig spater schon wurden 30-50proz. Ausbeuten 
erzielt mit einer nicht weiter definierten Rhizopus S P . ~ ~ ,  31) 

~ ~ - ~ -  
s o )  0. Mancera, A. Zaffaroni, B .  A. Rubin F .  Sondheimer, G .  Rosen- 

kranz u. C .  Djerassi, J .  Arner. chem. doc. 74, 371 1 119521. 
31) F .  W .  Kahnt,  Ch. Meystre, R .  Neher, E .  Vischer u. A. Wettsfein,  

Experientia [Basel] 8, 422 [1952]. 
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t i i i c l  init Azprg i l l r r s  r i i g t r , : z ) .  Bei eiiiigc'n von diesen L 111- 

ye t z t i  ngc n e i: ts t e h t ii Is west 11 t I i c h es N eben p ro d ti k t d i s  f j!$, 
I I%-Diliydroxy-prc,gl.steri,n. SchlieBlich wurde in  Rhizopus 

I la-Hydroxy- 65,l lq-Dihydroxy. 
ptogesteron progesteron 

CH,Of-I CH,OH 

co co 
H 0  /\ O ~ i  H O  

/ \ '  j, ' /\,/\/' ' 

,/ ,.,6 ~\ 7 \/I\ i 
0 0 

I I -~ .p i -cor t icos te r r i~~ 1 I-Epi-liydrocortisoii 

r l ip imt .03 )  der ideale Stamm gefunden, der naliezii qitaii- 
t i tat ive Ausbeuteii (bis 95'1,) an 1 la-Hydroxy-progesterol7 
licfcrt. ,411 weiteren 1 la-Hydroxylase bildenden Mikroor- 
gaitisinen sind z. B. Pesfalotia j o t d a ~ i s ~ ~ )  tind Eurotinm chc- 
i,c/irr i .li) b e ka nn t . 

AulZer Progesteron wurden auch  v ide  andere Steroide mit 
F i l le  dieser Organismen in die entsprechenden 1 l a -Hydr -  

-Dcrivate iibergefiihrt. M a n  gelangte so 11. a. z u  den  a n  
C-  1 I epinieren Derivaten der genuinen Rindenhornioiic 
C~,rticostt.ron rind Hydrocortison. 

F ie  M t w k - G i - u p p e  stiidierte in1 einzelnen dic Einwirkung 
\ (,ii ,A.spergillus oclrrurcus in  Schiittelkulturen aul P r o g e -  
s t e roii,il;).  U n t e r  normalen  Bedingungen w a r  das Proge- 
: , I ~ ~ I I ; I  n a c h  12 h ganzlich umgcsetzt ,  und zwar zu 11%- 
I-lydrcix~-l~rt)gest~r[)i i  (70 { I , ) )  triid S[3,l la-Dihydroxypro- 
gestcron (l5<;,]). Bei Iiingerer Inkubation nahin ersteres 
I~caktictnsiirodttkt rasch ah  und war nach  48 11 vbllig ver- 
schwtrnden, wdhrend das Dihydroxy-progesteron entspre- 
chend zunahiii. Es wurde d a n n  gefunden, dalS die Liner- 
w ii nsc 11 t c Ei n f ii h rn n g dc  r ti!?- IH y d rox y I-G r ti p pe wei t ge he n d 
tinfcrbundeii werden Itann, wenn dic Reaktion niiigliclist 
tinter AusschliiB vun Ziiik-loneu vorgenonimcn wird, die 
o f f e n h i -  fur den Angriff d e r  6:J-Hydroxylase notwendig 
sind. So k i inn te  die Ausbente a n  1 Ir-Hydroxy-progesteri i i i  
auf iiber 80° ,  gesteigert werden. 

L)ieselbe Reaktion mit Aspargi / lus  ochrareus wurde u n t c r  
vci-schiedenen Bedingungen im Gdrtank s t t ~ d i e r t ~ ~ ) .  Gal l  
iii:in bis ZLI 600 m g  Progesteron pro I z u ,  SO war die maximale 
Uinsetzurig Z I I  1 Ir-Hy'lroxy-prngesteron schon iiacli 4 h 
erreiclit, bei hiihcren Zugaben (0,9-2,0 g Progesteron p r o  I )  
erst nacl i  I:! 16 Stunden. Laiigere Inktibation bewirktewie- 

. d i r u i i i  die Bildung voii 6p,l 1 r-Dihyclroxy-progestcron. 
I n  weiterrri \Jersuchen wurde  festgestellt, daB der Zeit- 
ptinkt cier gesaiiiten Steroid-Zugahe iind die Variation der 
Inkirbationstetnperatllr zwischcn 28 u n d  37 "C keinen Ein- 
flu13 auf die Unisctzung haben. Hingegen lie6 sich die Reak- 
tian durch starkere Beliiftung i cnd  speziiell Riilirung schr  
beschleiinigen. Uesciiiders crfulgreich waren Fermentationen 
t inter  starker Riihriiiig, bci d e n e n  3 g Progesteron pro 1 all- 

3 2 )  ./. F:r ied, K .  \+'. 7'honltr, J .  K .  Gcrke ,  J .  E.  H c r z ,  M. N. Duniti 11. 
D. PcrIrnan, j. Aiiier. chelii. SOC. 7 / ,  3962 j19521. 

B J )  D.  1-1. Prier-sriii, 1-1. C. Mrtrray, S .  H .  Epps tr in ,  L. M .  H e i n e k r ,  A. 
Weiritr-oub, P .  L). Meisfer 11. I! .  A4. Leigh,  ebende  7.L, 5933 [I952]. 

J*) G. M. S h u l l ,  ./. L.  Strrdinas LI. .I. B .  Koirtieri (Chas. Pfizer & Co.) ,  
Can. P. 507009 vonl 2. November 1954. 

'I.,) G.  ,&I. Sliull, J .  W.  Dovrsson it. J .  13. Routicn (Chas. Pfizer & Co.), 
E.P. 740858 voin 23. November 1955. 

."'j E.  L,.-Dri/uney, E .  0. Staple), 11. Ch. Hluvoc, Mycologia 47,  464 
[ 1955 J. 

[1956]. 
:I;) E.  0. K n r o u ,  t i .  D .  N. Pefsiniws, Ind. Eneng. Chemistry 18, 2213 

ri i~hlich,  d. 11. in stiindlichen L)oseri VOI: 150 mg pro I ,  
innerhalb voii 27 ti zugegehen wurden .  Die UmsetzLing Z L I  

1 1  a-Hydroxy-progesteron war hier nahezu quant i ta t iv ,  
mid es wtirden n u r  niininiale Mengen von Sp,l  let-Dihydr- 
oxyprogesteron gebildet. 

Die analogen Limsetzungen von Cortexon ( 1  I-Desoxy- 
ccirticosteron) und  Reichsfciris Substanz S (1  7 ~ H y d r o x y -  
cortexon) zu den entsprechenden 1 la-Hydroxy-Derivaten 
scheinen allgeniein einheitlicher zu verlaufen. Mit Asper-  
gil lus ochraceus werden auf alle Falle keine weiteren Hydr- 
ouylierungsprodukte gebildet. 

Abgesehen von der erwahnten Bildung von 6$,1 la-Di- 
hydroxy-progesteron sind noch andere Falle bekannt,  wo 
parallel ztir 1 la-Hydroxylierung eiiie weitere Hydroxyl- 
Gruppe eintri t t .  So wird z. B. Progesteron von Cephalofhr-  
cium roseum3*) und voii Dacfyiium dendroidesYY) in  I 1~,17~z- 
Dihydroxy-progesteron und  von Aspergiliris rriger"") in 1 1 X ,  

21-Diliydroxy-progesteroii ( 1  I-Epi-corticostemn) umge- 
wan del t40i1). 

SchlieBlich haben D ~ i l ~ r i r y  und Mitarbeiter4') iibcr die 
r'riifung von je mehreren hundert  Staninien voii Aspergiliiis 
iind Penicillium aiif ihre Fahiglreit z u r  Urnwandlung von 
€'rogesteroii berichtet. Bei den Aspergilli wurde hitifig Bil- 
d u n g  von l la-Hydroxy-progesteron und daraus von Sp, 
1 la-Dihydroxy- (in wenigen Fallen von 1 la,17+Dihydr- 
c~xy-)progesteron beobachtet. Analog lieferte Substanz S 
tlas I I-Epi-hydrocortisoti. Die P erriciliieri bildeten n u r  sel- 
t en und v e r ha1 t n is niii I3 ig wen i g l l a- H y d rox y- prog es t e ro  11, 
in vielen Fdllen aber ein 15-Hvdroxy-progesteron. 

Die 11 p-Hydroxylierung 
Fur die Herstellung von N e h e n  n i e  r e  n r i  n d e  n - H ( I  r -  

i n o n e n  ist die niikrobiologisclie 1 I5-Hydroxylierting be-  
sonders wichtig, da sie direkt ZLI Produkten fiihrt, in denen 
die 1 I-Hydroxyl-Gruppe die natiirliche Konfiguration be- 
Yitzt. Mikroorganismeii, die eine 1 lp-Hydroxylase produ- 
Lieren, sind relativ selten. Colingsworth und Mitarbeiter"') 
konntcn als erste Keichsfeiris Substanz S fermentativ in 
Cortisol (Hydrocortison) iilierfiihren,wobei sie einen Stamin 
voii Sfr iJp fomyces  fradiae verwcndeten. Die erzielten ALIS- 
beciten waren allerdings sehr gering. Vie1 bessere Uniset-  

C H I O H  C H i O H  

co t i  0 C 0 
/ ' I  O H  '~./'\ 01, 

/' \ ,\,'\,,, -- > \~ /' '\ ,/' 

1 

Keicirsteiris Substanz S Cort isol  (Hydrocor t iwn)  

CH,OH C H , O H  

corticoateron) 

3") P. D .  Mefs tc r ,  I.. M .  Reinekc, R. C. Meelis, H .  C .  Miri-ray, S .  H .  
Epps le in ,  H .  M .  Leigh Oshorri, A. Wrinlrarih 11. D. ti. Peti'r-son, 
J .  Anler .  chem. SOC. 76, 4050 [ I  9541. 

:I0) E. L. Dnluney, W .  J .  McAleer,  H .  R .  Bur/;emryrr LI. Ch. f i luvuc ,  
Appi. Mici-obiol. 3, 372 [ 19551. Dieser Miki-oorganismus hydroxy- 
liei-t Substanz S niir i n  1 I?-Stelliing, 1 I-Desoxycorticosteron aber 
i i i  11%- sowie in  l l a -  nnd 17r-Stellung. 
E. Weisz, G. \Vis ti. M .  Bodunsky ,  Naturwicsenschaften J3,  39 
[ I956 1. 

4"a) Vgl. J .  Schmidl-Thonif?, dizse Ztschr.  /in, 238 [ 19571, wo i t .  a .  eiiie 
gemischte 110.- und I I(?-Hydroxylier~irig bescht-iebeii int. 

*l )  E .  L. D u l a n e y ,  W .  J .  McAleer,  M. Kos lnwsky ,  E.  0. Stupley u. 
J .  J u g l o m ,  Appl.  Microbiol. 3, 330 [I955]. 

41) D. R. Colingsworth, M .  P .  Brrrnner 11. W .  .I. Haines ,  .I. Amel-. 
chein. SOC. 7 I ,  2381 [19521. 



zungen wurden darauf mi t Cunninghamella hlakesleeana4:{) 
und mit Curvularia lunafa25)  erreicht. Auch ein Stamm der 
Gattung Coniothyrium scheint fur diese Umsetzung brauch- 
bar zu sein5). 

Bei der Umsetzung von Reichsteins Substanz S mit 
Cunninghamella blakesleeana entsteht neben Hydrocortison 
stets etwas Cortison, dessen Bildung nicht auf eine nach- 
tragliche Oxydation des Hydrocortisons zuruckgefuhrt 
wirdP4). Bei Zugabe verschiedener Phenole, Alkohole45), 
Polysaccharide und langkettiger F e t t ~ a u r e e s t e r ~ ~ )  zu den 
yulturen verlauft die Reaktion einheitlicher, und die Aus- 
beute an Hydrocortison kann auf 77 yo gesteigert werden, 
wahrend man daneben noch 22% Cortison erhalt. 

Eine interessante Hydroxylierung in l l g -  sowie in 21- 
Stellung, beschreiben Rubin und Mitarbeiter4'), die mit 
einem Curvularia lunata-Stamm Progesteron direkt in 
Corticosteron uberfiihren konnten. 

Die 21 -Hyd roxylierung 
Relativ wenige Mikroorganismen sind bekannt geworden, 

die die Methylketon- in eine Ketol-Seitenkette umzuwan- 
deln verrnogen. Solche Hydroxylierungen am C-21 gelangen 
mit Ophiobolus herpotrichus48), Aspergillus niger49) und 
Wojnowicia graminisso).' So wurde u. a. Progesteron in 
Cortexon (1 I-Desoxy-corticosteron) ubergefuhrt. An und 

CH1 C H , O H  

co Jo 

I l l  
/\/'\/ 

0 A N  0 
Progesteron Cortexon 

fur sich ist diese mikrobiologische Reaktion technisch nicht 
sehr wichtig, da f u r  denselben Zweck gute chemische Ver- 
fahren zur Verfiigung stehen. Hingegen hat sie sich z. B. 
bei der Synthese des neuen, auf den Mineralstoffwechsel 
hochstwirksamen, genuinen Rindenhormons A l d o s t e r o n  
als sehr niitzlich erwiesen. Infolge des spezifischen Angriffes 
der mikrobiellen Enzyme nur auf die naturlichen Enan- 
tiomeren der Steroide, wobei die unnaturlichen Antipoden 
unverandert bleiben, ergab sich uns 2') die Moglichkeit, das 
racemische Zwischenprodukt d,l-V der Aldosteron-Syn- 

C H 3  

0-- -co ko 
!/\I4 

d-Aidosteron d-VI 

F .  R. Hanson, K.  M .  Mann,  E. D. Nielson, H. V .  Anderson, M .  
P. Brunner, J .  N .  Karnemaat, D. R. Colingsworth u. W .  J .  Haines, 
J .  Amer. chem. Sac. 75 5369 [1953]. 
F .  R. Hanson unveroffkntl 
K .  M .  Mann  'F.  R. Hansos P. W .  O'Connell, H .  V .  Anderson, 
M .  P. Brunnir u. J .  N. Karnhmaaf, Appi. Microbial. 3, 14 [1955]. 
P. W. O'Connell, K .  M .  Mann,  E .  D. Nielson u. F. R. Hanson, 
ebenda 3 16 [1955]. 
B. A. R i b i n ,  C. Casas-Campillo, G. Hendrichs, F. Cordova u. A. 
Zaffaroni, Bacterioi. Proc. 1956, 33. 
Ch. Meystre, E. Vischer u. A. Wetfsfein,  Helv. chim. Acta 37, 
1548 [1954]. 
A. Zaffaroni, C. C. Campillo, F. Cordoba u. G. Rosenkranz, Ex- 
perientia [Basel] 1 7 ,  219 [1955]. Vgl.  auch die 1 la,21- und 
1 1  &i!I-Dihydroxyiierungen. 
W .  J .  McAleer u. E. L. Dulaney, Arch. Biochem. Biophysics 62, 
109 [1956]. 
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W .  J .  McAleer u. E. L. Dulaney, Arch. Biochem. Biophysics 62, 
109 [1956]. 

zitiert aus FuRnote 

these5') in 21-Stellung z u  hydroxylieren und gleichzeitig 
Raceniatspaltung ZLI bewirken. Wurde natnlich das race- 
niisc he V mi t Ophiobofus herpotrichus in ku bier t ,:so e r h ie I t e n 
wir das rechtsdrehende 21-Hydroxy-Derivat d-VI und 
daneben das linksdrehende Enantiomere (I-V) des Ausgangs- 
materials. d-VI IaBt sich durch chernische Methoden in 
das natiirliche Aldosteron uberfuhren. 

Die 1,L-Dehydrierung 
Die Einfuhrung der 1,2-Doppelbindung irn Ring A von 

A4-3-Keto-steroiden ist besonders wichtig, seit bekannt 
wurde, daB die dern C o r t i s o n  und dem H y d r o c o r t i s o n  
entsprechenden I-Dehydro-Verbindungen erhohte Gluco- 
corticoid- und verminderte Mineralcorticoid- Wirltungen be- 
sitzens2). Fur die Herstellung dieser Substanzen sind neben 

CH,OH CH,OH 

//\A/ 
0 

Cortison 

)\/I\/ 
0 

1 -Dehydrocortison, 
Prednlson 

CH,OH CH,OH 

Cortisol (Hydrocortison) 1-Dehydro-cortisol, Prednisolon 

chemischen auch mikrobiologische Reaktionen sehr geeig- 
net. Unter den Pilzen vermogen vor allem Stamme der 
Gattung Fusarium, Calonectria, Ophiobolus, Alternarias3) 
und D i d y m e l l ~ 5 ~ )  die zusatzliche Doppelbindung mit guter 
Ausbeute einzufuhren. Eine besonders rasche Dehydrierung 
wird mit Corynebacteriurn simplex erreicht 55). Weiter sind 
fur diese Umsetzung Stamme von Bacillus sphaericusS6) 
und Bacillus s r i b t i l i ~ ~ ~ )  geeignet. Bei letzterem wird in- 
teressanterweise die Ausbeute bedeutend verbessert, wenn 
man ih.: in einer Mischkultur zusammen mit dem Pilz 
Rhizopus nigricans verwendet. 

Mi t  diesel; Organismen wurden nicht nu r  Cortison und 
Hydrocortison dehydriert, sondern es war auch moglich, 
andere Ad-3-Keto-Steroide in die entsprechenden I-De- 
hydro-Verbindungrn uberzufuhren. 

Diese 1,2-DehydIirrung geht gelegentlich parallel mit 
einem Abbau der Scitc;i..?rte. 

Der Abbau der  Seitenketc- 
Der Verlauf ditser Reaktion wurde bereits erlautert. Sie 

tr i t t  ziemlich hatiiig auf, und zwar sowohl bei Pilzen als 
auch bei Actinoniyceten. Die Methylketon-, Ketol- und 
Dioxyaceton-Scitenkette wird von Arten der Gat tung As-  
pergillusss) und Pen i~ i l l i um5~3  s 9 )  leicht abgebauf ; als Um- 
setzungsprodukte von Progesteron, Desoxycorticosteron 
und Substanz S erhalt man so Androstendion I wid Testolo- 

i n ,  G. Anner,  J.-R. Billeter u. A. Wetfsfein,  Experientia 
s e l l  7 7  365 [1955]. 

. _  J .  Bun:m, M .  M .  Pichet u. A. J .  Eollet, J .  Amer. Med. Assoc. 

53)  E. Vischer, Ch. Meysfre u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 38, 
757, 31 1 [19551. 

835 [1955]. 
54)  E. Vischer Ch. Meystre u. A. Weftstein, ebenda 38, 1502 [1955]. 
55) A. Nobile,'W. Charney, P. L. Perlman, H. L.  Herzog, C. C. Payne, 

M .  E. Tully,  M .  A. Jevnik u.  E.  B. Hershberg, J .  Amer. chern. 
Sac. 77 4184 [1955]. 

56)  T .  H. S'toudt, W .  J. McAleer,  J .  M. Chemerda, M .  A. Kozlowski, 
R. F.  Hirschrnonn, V .  Marlatt u .  R. Miller, Arch. Biochemistry 
$9 D A A  r , n E l l  

57) F.' 
Naturwissenschaften 43, 39 [1956]. 

68) D. H. Peterson, S .  H. Eppstein, P. D, Meister, H .  C. Murray, H .  
M .  Leigh, A. Weintraub u. L. M .  Reineke, J. Amer. chern. Sac. 75 X7F.P I1OF.21  

68) J .  

, .>"* ~1J.J.BJ. 

Lindner. R. Junk ,  H. Kehl, G. Nesemann u. J .  Schmidt- Thorn@, 

, Y."" L'""",. 
Fried, R. W .  Thoma u. A. Klingsberg, ebenda 75, 5764 [1953]. 
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lakton I I. Die analoge Reaktion, aber unter gleichzeitiger 
Einfuhrung der 1,2-Doppelbindung wird am Progesteron 
und Desoxycorticosteron von einigen Fusarium-Arten, be- 
sonders von F. solani und F.  caucasicum6°), be- 
wirkt, wobei man Ausbeuten an Al,4-Andro- 
stadiendion 111 von iiber SOYo erzielt. Bei 
Iangerer Inkubation wird dieses weiter zu 1-De- 
hydro-testololakton IV oxydiert. Im Falle von 
CZ1-Steroiden mit einer 17a-Hydroxyl-Oruppe 
dehydriert Fusarium nur  den Ring A, wahrend 
die Seitenkette intakt bleibt530 Go). Analoge Ab- 
baureaktionen konnen mit Streptomyces lavendulae 
und Cylindrocarpon r a d i ~ o l a ~ ~ )  erreicht werden. 

Die praktische Bedeutung dieser Reaktion 
liegt darin, da8 das so in einer Stufe aus Proge- 
steron leicht erhaltliche Al+-Androstadien-3,17- 
dion durch Aromatisierung nach Inhoffen6*) direkt 
in das Follikel-Hormon O e s t r o n  ubergefuhrt 
werden kann. 

5. Mikrobiologische Reaktionsprodukte bei der 
Herstellung von Steroidhormonen 

Praktisch kann man aus Progesteron ausschlieljlich durch 
drei rnikrobiologische Hydroxylierungen, namlich in der 
1 lp- ,  17a- und 21-Stellung, das Hydrocortison gewinnen. 

Fur die Herstellung von Cortison, die zweckmaljig uber 
primare 1 la-Hydroxylierung geschieht, wird zusatzlich 
noch eine chemische Verfahrensstufe 
(Oxydation) benotigt. Die zur Zeit re- 
alisierbaren Ausbeuten machen eine 
technische Anwendung von drei suc- 
cessiven mikrobiologischen Prozessen 
in e i n e r  Synthese wenig attraktiv,  
umso mehr als die Einfiihrung der 17a- 
und der 21-Hydroxyl-Gruppe auch auf 
rein chemischem Wege verhaltnismaljig 
leicht gelingt. 

Hingegen besitzen die lla- und die 
1 lp-Hydroxylierung fur die technische 
Synthese der Rindenhormone gro6- 
tes Interesse. Als Ausgangsmateri- 
alien werden in erster Link Proge- . 
steron, 17a-Hydroxy-progesteron oder 
17 a - Hydroxy - cortexon (Reichsleins 
Substanz S) verwendet. 

I n  den letzten Jahren wurden mehrere Wege angegeben, 
um unter Verwendung der ausgezeichnet verlaufenden 1 l a -  
Hydroxylierung von den genannten Ausgangsmaterialien 
zu Cortison und Hydrocortison zu gelangen. Hierfiir sei auf 
60) E. Vischer u. A. Wefts te in  Experientia [Basel] 9, 371 [19531. 

H .  H .  Inhoffen,  diese Ztsch;. 53, 471 [1940]; E. B. Hersberg, M .  
Rubin u. E. Schwenk, J. org. Chemistry 15, 292  [1950]. 

~ _ _  

die Referate@* G 3 8  G4,  g *  5 *  65 ,  66) verwiesen. Es seien ledig- 
lich einige Beispiele fur  solche Umsetzungen gegeben. 

Von 1 la-Hydroxy-progesteron kann man nach 

zu Cortison-acetat gelangenG7. 68), wobei besonders be- 
merkenswert ist, da13 die katalytische Hydrierung in diesem 
Falle nicht wie bei den 11-Keto- und llp-Hydroxy-ste- 
roiden zur 5a(allo)-, sondern zur 5P-Verbindung fuhrt. Die 
vorubergehende Absattigung der A4-3-Keto-Gruppierung, 
die hier fur die Einfuhrung der Dioxyaceton-Seitenkette 
notwendig ist, wird bei einemvon Hogg und MitarbeiternG9) 

beschriebenen Verfahren um- 
gangen. 

Ausgehend vom leicht zu- 
ganglichen 17a-Hydroxy-cor- 
texon (Substanz S) gelangt 
man mittels 1 lp-Hydroxylie- 
rung direkt zum H y d r o c o r -  
t i s o n ,  ein vom technischen 

I Standpunkte aus sehr attrak- 
tives Verfahren. Wird hin- 
gegen eine 1 la-Hydroxyl- 
Gruppe eingefuhrt, so erhalt 
man in bester Ausbeute 
11 - Epi- hydrocortison, das 
chemisch in Cortison bzw. 
Hydrocortison umgewandelt 

werden muB. Dafur stehen mehrere Verfahren zur Ver- 
fugung, von denen eines nach 

* -4 I’ 
9a-Fluor-hydrocortison-acetat Cortison-acetat 

61) D. H .  Peterson Research 6 309 [1953]. 
63) G. Rosenkranz L. F. Sondhi imer ,  Progr. Chem. org. Natur. Prod. 

70, 274 (19531. 
64)  C. Djerassi Vitamins and Hormones 7 7 ,  205 [1953]. 
6 5 )  A. Wettsteih u. G. A n n e r ,  Experientia [Basel] 70, 397 [1954]. 
6 6 )  G. Anner u. A. Wettstein,  in Encyclopedia of Chemical Techno- 

logy, Verlag Interscience Publishers, N .  Y., im Druck. 
6 ’ )  T h .  H .  Kritchevsky,  D.  L.  Garmaise u. T.  F.  Gallagher, J .  Ainer. 

chern. SOC. 74 483 119521. 
6 8 )  0. Mancera, A. Zajfaroni,  B.  A. R u b i n ,  F .  Sondheirner, G .  Ro- 

senkrant  u. c. Djerassi, ebenda 74 371 1 [1952]. 
6 g )  J .  A. Hogg, P. F .  Beal,  A. H .  hiathan, F. H .  Lincoln,  W .  P .  

Schneider, B. J .  Magerlein,  A. R. Hanze u. R. W .  Jackson, ebenda 
77, 4436 [1955]. 
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verlauft. Diese von Fried und Sabo70) ausgearbeitete Me- 
thode hat den Vorteil, dal3 dabei weder die 3- noch die 20- 
Yeto-Gruppe zu schiitzen sind, und daB sie zu Cortison und 
zu Hydrocortison, vor allem aber auch in einfacher Weise 

'O) J .  Fried u. E. F. Sabo, J. Amer. chem. SOC. 75, 2273 [1953]. 
_ _ _ ~  

zu den entsprechenden in der 9cc-Stellung halogenierten 
Derivaten fuhrt. 

Die grol3e Bedeutung mikrobiologischer Reaktionen bei 
der Herstellung von 1-Dehydro-Analogen der Steroid-Hor- 
mone und von Oestron wurde bereits erwahnt. 

Eingegangen am 5. April 1957 [A 8061 

Neuere Methoden der praparativen organischen 
Chemie II*) 

8. Amid o m e thy1 ie r u n g en') 
Von Prof. Dr. H .  H E L L M A N N  

Chemisches Institut der Universitat Tubingen 

Prof. Dr. Georg Wittig zum 60. Geburtstag gewidmet 

Die verschiedenen Moglichkeiten des Ersatzes eines H-Atoms durch einen Amidomethyl-Rest 
(R-CO-NH-CH,-) werden beschrieben, die jeweils herrschenden Reaktionsmechanismen diskutiert 

und die Anwendungsbereiche umrissen. 

I. Definition und Bedeutung der Amidomethylierung 
1 I. Amidomethylierung rnit N-Hydroxymethyl-amiden 

(Tscherniac, Einhorn) 
a )  N-Hydroxymethyl-carbonamide 
b) Amidomethylierung an Aromaten 
c )  Amldomethylierung a n  @-Diketonen 

111. Amidomethylierung mit N-Halogenmethyl-carbonamiden 
(Cherbulier, Bohrne). 

a )  N-Halogenmethyl-carbonamide 
b)  Amidomethylierung von Aromaten 
c) Amidomethylierung CH-acider Verbindungen 

IV. Amidomethylierung rnit N-Dialkylaminomethyl-carbonami- 
den und deren quartaren Salzen (Hellrnann, Atkinson) 

1. Definition und Bedeutung 
der Amidomethylierung 

Wahrend die Substitution eines Wasserstoff-Atoms durch 
eine Dialkylaminomethyl-Gruppe (AIk,N-CH%-) relativ 
leicht durch Kondensation von sek. Aminen rnit Formalde- 
hyd und nucleophilen bzw. potentiell nucleophilen Verbin- 
dungen zu erreichen ist, gelingt die Substitution durch 

/ -HzO 
AIk,NH + OCH, + H-CT -+ Alk,N-CH2-C< 

einen Monoalkylaminomethyl - Rest (AIk-NH-CH,) 
weniger glatt, und schliefilich der Ersatz durch eine Amino- 
methyl-Gruppe (H,N-CH,-) zumeist gar nicht, weil sich 
in diesen Fallen auch die weiteren Wasserstoff-Atome am 
Stickstoff a n  der Reaktion beteiligen. Demzufolge fuhrt die 
Mannich-Reaktion mit Ammoniak als Amin-Komponente 
fast immer zu tertiaren Aminen: 

- 3 H 0  / 
NH, + 3 OCH, + 3 H - C ~  -4 N(-cH,-c;)~ 

NH, + OCH, + H-CY --j H,N-CH,-C( 

und nur selten zu primairen Aminen: 
/ -H2O 

Die unerwiinschte Reaktivitat der Wasserstoff-Atome 
von Aminen und von Ammoniak pflegt man im allgemeinen 
durch Einfiihrung von leicht wieder abspaltbaren Resten 
vorubergehend auszuschalten, beispielsweise durch Acy- 
lierung. Es ware daher denkbar, das Ziel der Einfiihrung 
einer Aminomethyl-Gruppe (H,N-CH,-) durch einen 
ZweistufenprozeO anzustreben, indem man zunachst eine 
Substitution durch einen Acylaminomethyl-Rest (R-CO- 
*) Aufsatz 7 dieser Reihe vgl. diese Ztschr. 69, 124 [1957]. 
1) Der vorliegende Aufsatz gibt auszugsweise den Inhalt verschiede- 

ner Vortrage wieder, welche im vergangenen halben Jahr in Basel, 
Blberach, Brackwede, Dresden, Greifswald, Heidelberg, HUls, 
Jena, Leipzig, Miinchen, Rostock und Stut tgar t  gehalten wurden. 

.- ~ 

a )  N-Dialkylaminomethyl-amide 
b) Amidomethylierung mit quartaren Salzen von N-Dialkyl- 

aminomethyl-phthallmiden a n  H-aciden Verblndungen 
c) Transaminomethylierungen kondensationsunfahiger N-Di- 

alkylamlnomethyl-carbonamide (Scheinbare Amidomethy- 
lierungen) 

d) Amidomethylierungen mit N-Dialkylaminomethyl-carbon- 
amiden 
1. a n  Aminen und Amiden 
2. a n  Mercaptanen und Sulfinsauren 
3. a n  CH-aciden Verbindungen 

V. Zusammenfassung und Ausblick 
VI. Arbeitsvorschriften 

NH-CH,--) vornimmt (,,A mi do m e t  h y 1 i e  r u n g ") und 
anschlieBend den Acyl-Rest hydrolytisch aus der Acyl- 
aminomethyl-Verbindung abspaltet. Es gibt bereits meh- 
rere Moglichkeiten der Amidomethylierung, von denen die 
praparativ brauchbaren im folgenden beschrieben werden 
sollen. 

11. Amidomethylierung mit N-Hydroxymethyl- 
amiden 

Der einfachste Weg zur Amidomethylierung bestunde 
darin, daO man als Amin-Komponente fur die Mannich- 
Reaktion acyliertes Ammortiak, d. h. ein Saureamid, ver- 
wendet; es erhebt sich jedoch die Frage, ob noch eine Yon- 
densation zustande kommt: 
R-CO-NH, +- OCH, + H-C, --3 R-CO-NH-CH,-C: 

R-COOH + H,N-CH,-C( 

/ -HZ0 

I +  H,O 

Zur Beantwortung sei der Mechanismus der Mannich-Reaktion, 
uber welchen weitgehend Klarheit bestehtz) ,  skizziert. Danach 
vereinigt sich der Formaldehyd zunachst rnit dem Amin unter  Bil- 
dung eines Hydroxymethylamins ( I ) ,  welches nach Aufnahme 
eines Protons Wasser abspal te t  und in ein mesomeres Carbeniurn- 
Imonium-Ion (11) ubergeht. Dieses Ion,  das  als das eigentliohe an- 
greifende Agens i n  der Mannich-Reaktion anzusehen ist,  amino- 
methyliert in elektrophiler Substitutionsreaktion geeignete nucleo- 
phile Kondensationspartner : 

R,NH + OCH, + HCC --+ R,N-CH,OH 

/ -n 8 
R,N--CH,-C\ [R2NVCH,@ H R2N=CH,] r 

I 1  
,) H. Hellrnann u. G .  Opitz,  diese Ztschr. 68, 265 [1956]. 
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