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Hans-Joachim Koch, Gerhard Schulz und Klaus Kieslich 

Mikrobiologische Reduktion von 3-Keto-19-nor-5(10)-en- 
Steroiden zu entsprechenden 3-Hydroxy-Strukturen 

Aus dem Hauptlaboratorium der Schering AG, Berlin-West 

(Eingegangen am 9. September 1969) 

H 
I7~-Hydroxy-l9-nor-androsten-(5(10))-on-(3) wird mikrobiologisch zu Gemischen von 3r.17P- 
und 3R.17p-Dihydroxy-l9-nor-androsten-(5( 10)) reduziert. Mit speziellen Hefen ist eine 
Reduktion iiberwiegend zur 3P-Hydroxy-Struktur moglich. Mit den gleichen Stammen wur- 
den unterschiedliche 3P-Hydroxy-5(1O)-en-Strukturen aus weiteren entsprechenden 3-Keto- 
Substraten dargestellt. 

Microbiological Reduction of 3-Keto-19-nor-5(10)-ene Steroids to the Corresponding 
3-Hydroxy-com pounds 

17~-Hydroxy-19-nor-androst-5(lO)-ene-3-one is reduced microbiologically to mixtures of 
3a.17p- and 3~.17~-dihydroxy-19-noi--androst-5(10)-ene. A preferred reduction to the 3p- 
hydroxy structure is possible by means of special yeasts. By the same strains different 3p- 
hydroxy-5(10)-ene structures are prepared from the corresponding 3-keto-substrates. 

Fur die Einfiihrung einer Methylgruppe in 1 0-Stellung bei 19-Nor-steroiden durch 
Simmons-Smith-Reaktion 1) ist als Ausgangsstruktur ein 3 P-Hydroxy-5(1O)-en-System 
erforderlich 2) .  

Der naheliegende Darstellungsweg iiber die chemische Reduktion von 3-Keto- 
19-nor-5(10)-en-Steroiden fiihrt jedoch mit komplexen Metallhydriden zu Isomeren- 
gemischen, worin das entsprechende 3a-Hydroxy-l9-nor-5(1O)-en-Steroid iiberwiegt3.4). 
Auch andere Reaktionsmethoden 2) ergeben bevorzugt 3a-Hydroxyverbindungen. 

Eine enzyniatische Reduktion, die oft spezifischer erfolgt, war hier bisher nicht 
untersucht worden. Nach den vielfaltigen Literaturangaben uber mikrobiologische 
Reduktion von 3-Keto-steroiden mit unterschiedlichem Sattigungscharakter im 
A und B-Rings) war keine GesetzmaRigkeit in der Bildung von 3cr- oder 3P-Hydroxy- 
Strukturen zu erwarten. 

1) R. Ginsig und A .  D.  Cross, J. Amer. chem. SOC. 87,4629 (1965). 
2) R. Rees, D. P. Strike und H. Smith, J. med. Chem. 10, 783 (1967). 
3) S.  G. Levin, J. org. Chemistry 31, 3995 (1966). 
4) S. G. Levin, N .  H. Eudy und E. C. Farthing, Tetrahedron Letters [London] 23, 151 7 (1 963). 
5 )  W. Chnrney und H. L. Herzog, Microbial Transformation of Steroids, S. 56, Academic 

Press New York 1967. 
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Zusatzlich waren als Konkurrenzreaktionen eine Isomerisierung der 5(10)-Doppel- 
bindung zum konjugierten 3-Keto-4-en-System6) oder eine mogliche Hydrierung der 
Doppelbindung7~ a priori nicht auszuschliefien. 

Bei systematischer Priifung von 220 Mikroorganismen, davon 44 Bakterien, 
72 Pilze, 80 Hefen sowie 24 Actinomyceten und Streptomyceten, wurden diese 
Nebenreaktionen am 17~-Hydroxy-l9-nor-androsten-(5(10))-on-(3) (1) bei mehreren 
Stammen tatsachlich beobachtet. Daneben dehydrieren einige Bakterien den A-Ring 
zum aromatischen System, wahrend verschiedene Fungi durch Hydroxylierungen 
Nebenprodukte bilden. Bei sehr vielen Mikroorganismen traten Abbaureaktionen 
zu schwer nachweisbaren Skelettbruchstucken auf. 

Als analytische Vergleichssubstanz diente ein bekanntes Reaktionsgemisch von 
3a- und 39-Hydroxyverbindungen (2 und 3), welches durch chemische Reduktion 
von 1 erhalten wurde. In dem Dunnschichtchromatographiesystem Isopropyl- 
ather/Amylalkohol (95 : 5) an Kieselgelplatten PF (E. Merck AG) wurde eine Auf- 
trennung erreicht. Durch das bekannte Verhaltnis der Reaktionsprodukte 3rx-OH : 38- 
OH (9 : 1 bis 8 : 2) und der dadurch auftretenden unterschiedlichen FleckengroBe 
war eine eindeutige Zuordnung der mikrobiologischen Reaktionsprodukte moglich. 

?H 

l \  
3 

2 /  

Uber 50 % der gepruften Mikroorganismen zeigten die Fahigkeit, die 3-Ketogruppe 
zu reduzieren (Tab. I). 

Tab. 1.  Ergebnisse von aeroben Schuttelkolben-Fermentationen (20 ccm Fiillung) mit 
Substratkonzentrationen von 150 mg 17~-Hydroxy-19-nor-androsten-(5(1O))-on-(3) (1) pro 

Liter Kulturbriihe und Kontaktzeiten von 20 Stdn. 

Anzahl der Mikroorganismen-Stlmme 
Keine ifberwiegende Uberwiegende Fast 

Reduktion der Bildung von Bildung von ausschlieRliche 
3-Ketogruppe 3wOH 3P-OH Bildung von 3P-OH E 

44 Bakterien 28 10 6 
72 Pilze 33 32 7 

Hefen 23 19 32 6 80 
Actino- 

I 

- 

2 myceten 
Strepto- 
myceten 

24 

6 )  F. S. Kuwara, J. biol. Chemistry 237, 1500 (1962). 
7) K.  Schubert, J.  Schlegel und C. Horold, Steroids, Suppl. 1, 175 (1965). 
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Mehr als die Halfte dieser aktiven Stamme jedoch lieferte die 3a-Hydroxyver- 
bindung oder Geniische mit iiberwiegendem a-Anteil. Dagegen reduzierten 45 Stamme 
uberwiegend zur 3p-Hydroxy-Struktur, wobei jedoch die 6 aufgefuhrten Bakterien 
wegen gleichzeitiger Tsomerisierungsreaktion und die 7 Pilzstamme wegen relativ 
langsamer Umsetzung nur bedingt geeignet erschienen. 

Als brauchbare Stamme erwiesen sich verschiedene Hefen; speziell einige Cundida 
species. 5 dieser Cundida-Arten hoben sich durch besonders spezifische Reduktion 
zur gewiinschten 313-Hydroxy-Struktur hervor. Die besten Ergebnisse wurden mit 
dem Hefestamm Pichiu fermentam erzielt. 

Zum Strukturbeweis des als 3a-Hydroxyverbindung angesprochenen Produktes 
wurde die Umsetzung mit Succhuromyces uvarum (CBS 1508) im praparativen 
MaIjstab wiederholt. Das isolierte Reaktionsprodukt war in seinen physikalischen 
Daten mit dem von Levin3) auf chemischem Weg erhaltenen identisch. 

Das gewunschte 3(3.17~-Dihydroxy-l9-nor-androsten-(5(10)) (3) wurde durch 
mikrobiologische Reduktion u. a. mit den Stammen der Tab. 2 praparativ dargestellt. 

Tab. 2. Mikrobiologische Reduktion von 17P-Hydroxy-l9-nor-androsten-(5(10))-on-(3) (1) 
zu 3P.17P-Dihydroxy-19-nor-androsten-(5(10)) (3) 

enthaltene 
Verunreinig. 3a-OH Ausb. 

Aspergillus fischerii (ATCC 1020) 
Rhodotorula niuciluginosu (NCYC 63) 
Clusterosporium muydicain (CBS) 
Candida krusei (NCYC 338) 
Cundida krusei (NCYC 562) 
Candidu krusei (NCYC 337) 
Candida pelliculosa (NCYC 471) 
Cundida tropicalis 

Pichiu Jermentuns lNCYC 246) 
St. Monilia (IfG) 

10 % 
11% 
27 % 
21% 

57 % 

29 % 

36 7; 

46 yd 

52-70% 

ATCC 
NCYC 

CBS 

IfG 
Schering -~ Chemisch Mikrobiol. Abtlg., Charlottenburg. 

2 American Type Culture Collection 12301 Parklawn Drive, Rockeville, Maryland 20852. 
= National Collection of Yeast Cultures, maintained of the Brewing Ind. Res. Founs. 

Nutfield Surrey Great Britain. 
= Centralbureau voor Schimmelcultures Javallaan 20, Baarn Netherlands (fur Fungi urid Actinumyceten) 

Yeast Division Julianalaan 67A Delft, Netherlands (fur Hefen). 
= lnstitut fur Gamngsgewerbe, Berlin, 1000 Berlin 65, Seestrine 13. 

Die Fermentation kann jedoch in allen Fallen nur rnit relativ geringen Substrat- 
konzentrationen von 150 mgll durchgefuhrt werden. 

Die Reduktion zum 3(3-Alkohol ist mit den ausgewahlten besten Hefestammen 
auch auf andere Substratstrukturen iibertragbar, wie an folgenden eingesetzten 
Verbindungen geaeigt wcrden konnte (Tab. 3) .  

Wir danken Herrn Dr. W. Neudert und Dr. G. Clew fur die Interpretation der Spektren 
sowie Herrn C. Ast nnd Frau U. Rube1 fur die praparative Mitarbeit. 
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Beschreibung der Versuche 
Die Schmelzpunkte wurden im Apparat nach Tottoli bestimmt und sind unkorrigiert. Zur 

Diinnschichtchromatographie wurden Kieselgelfertigplatten (Fa. Merck AG, Darmstadt) 
verwendet. Wenn nicht anders angegeben, wurde im System [sopropylather/Amylalkohol 
(95 : 5) aufsteigend entwickelt. Zur Anfarbung wurde rnit einem Reagenz aus 1 ccm konz. 
Schwefelsaure und 20 ccm 95proz. Athano1 angespriiht, 30 Min. bei 140" getrocknet und im 
UV-Licht betrachtet. Fur die Saulenchromatographien diente Kieselgel G, wobei stets mit 
linearen Gradienten Hexan zu Hexan/Aceton (1 : 1) eluiert wurde. Die Losungsmittel fur UV 
waren Methanol, fur NMR CDC13 (innerer Standard Tetramethylsilan, Gerate Varian A 60 
(NMR) und Beckman DK I (UV)). Die Mikroanalysen wurden in unserem Kontrollabora- 
torium unter Leitung von Dip1.-Ing. 1. Hubrr durchgefiihrt. 

1. Vurversuche 

100-ccm-Erlenmeyer-Kolben wurden rnit 20 ccm eines 30 Min. bei 120" sterilisierten Me- 
diums beschickt, mit einer Abschwemmung einer Schragagarkultur des entsprechenden Stam- 
mes beimpft und 24 Stdn. bei 29" auf einem Rotationsschiittler (145 U/Min.) geschuttelt. Es 
wurden folgende Medien verwendet : 

Fur Bakterien: 0.1 % Pepton, 0.2% Cornsteep-liquor, 0.5 % Starkezucker, 0.5 7; Hefe- 
extrakt, pH nach Sterilisation 7.0--7.2. 

Fiir Pilze: 3.0% Starkezucker, 1.0 % Cornsteep-liquor, 0.27.6 Natriumnitrat, 0.1 % Kdlium- 
dihydrogenphosphat, 0.2% Dikaliumhydrogenphosphat, 0.05 :< Magnesiumsulfat, pH nach 
Sterilisation 5.7 -6.0. 

Fur Hefen: 5.0% Starkezucker, 2.0 Cornsteep-liquor, pH nach Sterilisation 6.0-6.5. 

2 ccm der vermehrten Kultur wurden unter sterilen Bedingungen in einen 100-ccm-Erlen- 
meyer-Kolben, gefullt mit 20 ccm des jeweils gleichen Mediums, ubergefiihrt und wie vorher 
geschiittelt. Nach 4 Stdn. wurden pro Kolben 0.15 ccm einer Losung von I7p-Hydroxy-I9- 
nor-androsten-(5{IO))-on-(3) (1) 17) (20 mg pro 1 ccm DMF) zugegeben und weitere 20 Stdn. 
geschiittelt. AnschlieBend wurde mit jcweils 5 ccm Methylisobutylketon extrahiert. 10 bis 
20 ~ , l  der Extrakte wurden diinnschichtchromatographisch verglichen gegeniiber unterschied- 
lichen Mengen eines Standardgemisches von 3 ~ -  und 3P-Hydroxyverbindung; spatcr gegen- 
uber definierten Mengen von isolierten Reinprodukten. 

2. 3n.17~-Dihydrox.y- I9-nor-androsten-(5(lO)) (2)  durch mikrobiologische Reduktion 

a) Mit Saccharomyces uvariim (CBS 1508) 

a) Anzucht: Ein 2-I-Erlenmeyer-Kolben wurde mit 500 ccm des Hefemediums beschickt, 
sterilisiert und mit einer Suspension von Saccharomyces uvarum - erhalten durch Abschwem- 
men einer Schragagarkultur rnit 4 ccm physiologischer Kochsalzlosung - beimpft und 24 
Stdn. bei 29" und 145 U/Min, geschiittelt. 

p) Vorkultur: Ein 50-l-Fermenter aus rostfreiem Stahl wurde rnit 30 1 des Hefemediums 
beschickt, durch halbstiindiges Erhitzen auf 120" sterilisiert und bei 29" rnit 100 ccm der An- 
zuchtskultur beimpft. Die Vorkultur wurde 24 Stdn. bei 29" unter Riihren (220 U/Min.) nnd 
Beliiftung (1.65 m3/Stde.) vermehrt. 

y) Fermmtntion: 1.5 I dieser Vorkultur wurden in einen gleichen Fermenter - beschickt 
mit 28.5 I sterilen Mediums der gleichen Zusammensetzung - unter stcrilen Bedingungcn 
iibergefiihrt und unter Beliiften wie oben geruhrt. Nach 6 Stdn. wurden 1.5 g 17fl-Hydruxy- 
19-nur-androsten-(5~lO))-on-(3/ (1) in 20 ccm D M F  zugesetzt und 28 Stdn. fermentiert. 

17) A .  L. Wilds und N .  A .  Nelson, J. Amer. chem. Soc. 75, 5366 (1953). 
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8) Isolierung: Dic Kulturbriihe wurde 2mal rnit je 10 I Methylisobutylkcton extrahiert. 
Die vereinigten Extrakte wurden i. Vak. bei 40" evaporiert. Der Ruckstand wurde durch 
Saulenchromatographie mit Gradientenelution Hexan/Aceton aufgetrennt. Die Anfangs- 
fraktionen enthielten ca. 20 unumgewandeltes Ausgangsmaterial, dic Folgefraktionen 
ergaben uber 500 mg rohes 2, das aus AcetonIHexan 352 nig Reinprodukt ergab. Schmp. 
194-195'17). UV: q 0 6 =  5030 (Endabsorption). ~- NMR: 80.77 ppm s (13-CH3), 3.50-3.90 
(3-H und 17-H). 

b) Mit Saccharomyces chevalieri (NCYC 1231 

Unter den vorstehend beschriebcnen Bedingungen wurden 2.0 g 1 in 500 ccm Athanol in 
30 I einer wie oben angezuchteten Hefesuspension von Saccharomyces chevulieri 27 Stdn. 
fermentiert und aufgearbeitet. Beim Konzentrieren des Extraktes wurde direkt ein einheitliches 
kristallines Rohprodukt erhalten, das aus Aceton/Hexan 1.3  g Reinprodukt (2)  lieferte. 
Schmp. 202-204". - NMR: 8 0.77 ppm s (13-CH3), 3.50-3.92 (3-H und 17-H). 

C18H2802 (276.4) Ber. C 78.3 H 10.2 0 11.6 Gef. C 77.6 H 10.2 0 12.0 

3. 3~.17~-Dihydro~y-19-nor-androsten-(5(10)) (3) durch mikrobiologische Reduktion 
a) Mit Aspergillus jischeri (ATCC 1020) 
Unter den vorstehend beschriebenen Bedingungen w urde auf dem im screening-Versuch 

genannten Pilzmedium eine Kultur von Aspergillus fiJcheri angeziichtet. Nach 12 Stdn. in 
einem20-LGlasfermenter rnit 151 Fiillung wurden 1 .Og 17~-Hyrlrox);-19-?ror-androsten-(5(10))- 
on-(3) (1) in 50ccm D M F  zugesetzt und weitere 1 3  Stdn. lermentiert. Das erhaltene Rohpro- 
dukt muRte durch Saulenchromatographie gereinigt werden, wobei nur 67 mg 3 (verunreinigt 
mit ca. 2- 3 % 3r-Hydroxy-Anteil 2) erhalten werden konnten. Schmp. 144.5-- 146". 

b) Mit Candida lcrusei (NCYC 337) 
Unter den Bedingungen der Reduktion rnit Hefen wurdcn 15 / ciner Hefekultur yon Ckn- 

dido krusei angezuchtet und nach 6 Stdn. mit einer Losung von 2.25 g 1 in 75 ccm D M F  ver- 
setzt. Nach 30 Stdn. Kontaktzeit wurde geerntet, aufgearbeitet und durch Siiulenchromato- 
graphie gereinigt. 2.7 g Rohprodukt gaben aus Aceton/Hexan 1.29 g kristallisiertes 3 (mit 
8 - 10% 3a-OH-Verbindung 2), Schmp. 11 1 - 124" (vorgereinigtes Produkt). 

c) Mit Pichia fermentans (NCYC 246) 

Unter den vorstehend beschriebenen Bcdingungen wurdcn 4.5 g 1 in 30 I einer wic oben 
angezuchteten Hefesuspension von Pirhia fermentans 20 Stdn. fermentiert. Dic Extraktion 
wurde bei ausbeutereichcn Ansatzen vorteilhafter mit Toluol durchgefiihrt. Durch die dabei 
gunstige Abtrennung von Mcdienstoffcii und anderen Verunreinigungen (Antischaummittel) 
ergab der Extrakt beim Konzentrieren direkt ein relativ reines Produkt (69:i). Nach ein- 
rnaligem Urnkristallisieren aus Hexan/Aceton erhielt man 2.4 g reines 3, Schmp. 146-147"'x). 
UV: ~192'  6320 (Endabsorption). - NMR: 8 0.77 ppm s (13-CH3), 3.50-3.85 (17-H), 

Die folgenden Ausgangsprodukte waren bisher nicht bckannt: 17~-Hydrox~-13-athj~~-  
gouadien-(2.5(10)~-on-(3) : 5.0 g 3- Methoxy-13-dtlz~~I-gonadirri-(2.5(lO))-o~i-(f7) 19) wurdeii 
in 125 ccm Aceton mit 4 g Oxalsuure und 25 ccni Wasser 3 Stdn. bei Raumtcmp. bclassen. Die 
Losung wurde in Natriumhydrogencarbonat-Losung eingeriihrt, die Fallung abgesaugt, mit 
Wasser neutralgewaschen und getrocknet. Ausb. 3.1 g (70°/,), Schmp. 99-101'. 

3.90--4.20 (3-H). 

18) J. A .  Hartmcinn, J .  Amer. chem. Soc. 77, 5151 (1955). 
19) C. Rufer, H. Kosmol, E. Schrdder, K. Kieslich und H. Gibian, Liebigs Ann. Chem. 702, 141 

(1967). 
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17p-Hydroxy-15p. I6~-meth.vlen-19-nor-~ndrosten-(5(IO))-on-(3) : 1.9 g 17@-Hydroxy-15@- 
16@-methylen-3-methoxy-I9-nor-androsien-(5( 10)) 20) wurden in 47 ccm Aceton mit I .4 g 
Oxalsaulre in 9.5 ccm Wasser 3 Stdn. bei Raumtemp. gespalten. Das olig ausfallende Produkt 
wirde rnit Ather extrahiert, der Extrakt gewaschen, getrocknet und verdampft. Das zuruck- 
bleibende 0 1  (1.3 g) wurde direkt zur mikrobiologischen Reduktion verwendet. 

6~.I7~-Dihydroxy-19-nor-andrasten-j5(IO))-on-(3): Ein 50-I-Fermenter aus rostfreiem 
Stahl, beschickt rnit 29 1 eines sterilen Mediums aus 1 % StLkezucker und 1 "/, Sojamehl, 
wurde rnit ca. 1 I einer Anzuchtskultur Aspergillus ochraceus im gleichen Medium (48stdg. 
Schiittelkultur, beimpft rnit der Abschwemmung einer Schragagarkultur) inoculiert und bei 
29" unter Beliiftung mit 1650 I/Stde. und Riihren rnit 220 U/Min. fermentiert. Nach 8 Stdn. 
wurde eine Losung von 9.0 g 17~-Hydroxy-19-nor-androsten-(5IIO))-on-(3) (1) in 150 ccm 
Dimethylformamid zugesetA und weitere 26 Stdn. fermentiert. Nach Abfiltrieren des Mycels 
wurde 2mal mit je 15 I Methylisobutylketoii ausgeriihrt. Die vereinigten Extrakte wurden 
i. Vak. bei 40" evaporiert. Den Riickstand von 2 Ansatzen trennten wir durch Saulenchro- 
matographie aul und erhielten 5.4 g kristallines Rohprodukt. Aus Hexan/Aceton 2.5 g Rein- 
produkt, Schrnp. 177.5-179". 

C18Hz603 (290.4) Ber. C 74.5 H 9.0 0 16.6 Gef. C74.2 H 9.3 0 16.8 
Mo1.-Gew. 290 (Massenspektrum), intensives Ton bei mle 272 

Zum Strukturbeweis wurden das Diacetat und ein Oxydationsprodukt hergestellt : 

6~.17~-Diacefoxy-I9-nor-androsten-(5IlO))-on-(3): 100 mg des vorstehenden Diols wurden 
in 2 ccm Pyridin mit 1 1 Acetanhydrid 4 Stdn. bei Raumtemp. wie ublich acetyliert und auf- 
gearbeitet. Das olige Kohprodukt kristallisierte aus lsopropylather mit Schmp. 151 - 154". - 
NMR: 6 0.85 ppm (13-CH3), 2.05 (2 CH3CO), 2.5 (J = 4 Hz) (1% IF-, 2x-, 2p-H), 2.8 

19-Nor-andrusten-(4)-trion-(3.6.17): 450 mg des Diols wurden in 11 ccm Pyridin mit einer 
Losung von 450 mg Chrom( VI)-oxid in 0.45 ccm Wasser versetzt. Nach 3 Stdn. Riihren bei 
50" wwde rnit Natriumhydrogensulfit versetzt und mit Methylisobutylketon extrahiert. Dar- 
aus erhielten wir nach Waschen, Trocknen und Evaporieren 65 mg gelbes 01, das im UV- 
Spektrum ein Doppelmaximum bei 251 und 255 nm (E -5000) zeigte [-en-(4)-dion-(3.6) 

(J  L 2 Hz) ( 4 ~ - ,  43-H), 5.10-5.25 (6~-H). 

€252 = 10 900 21)]. 

I7a-Hydroxyy-I9-nor-pregnen-(5(I0) ) -dion- (3.20) : 5 .O g I7a- Hydroxy-3-methoxy-I 9-nor- 
pregnadien-(2.5(IOI)-on-(20)-athylenacetal~2~ wurden in 250 ccm Aceton rnit 7.5 g Oxalsatcre 
in 50 ccm Wasser 3 Stdn. bei Raumtemp. belassen und, wie bereits bcschrieben, aufgearbeitet. 
Aus Methylench1orid/Isopropylather 2.1 g (50 :/:) Kristalle, Schmp. 168/169 - 172". 

C20H2803 (316.4) Ber. C 75.91 H 8.92 0 15.17 Gef. C 75.86 H 9.26 0 14.85 

20) 0. Schmidt, K .  Prezewowrki, G.  Schulz und R.  Wiechert, Chem. Ber. 101, 939 (1968). 
21) W. Neuderf und H. Ropke, Steroid-Spektrenatlas, Substanzbeispiel N 474, Springer- 

22) Schering AG (Erf. J. Hilscher), D.A.S. 1266300 (1968). 
Verlag, Berlin 1965. 
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