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Les Actinomycétales (Nocardia, Mycobacterium) sont trd@s actives dans la bioconver-

sion des stéroides (1). Les A'-deshydrogénases de certains de ces microorganismes ont &té mises
en évidence (2,3). D'autre part, nous avons montré que Nocardia corallina est capable d'hydro-
géner des A4-céto-3 stéroides (4). Nous rapportons ici des méthodes permettant d'orienter sé-

lectivement les bioconversions de A%-eéto-3 stéroides par Nocardia dans le sens de la formation

de dérivés Al-deshydrogénés ou A4-dihydrogénés.

Hydrogénation de la progestérone | en So-pregna-3,17-dione 2
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Nocardia corallina ATCC 13259 est cultivé, en 1'absence de stéroide inducteur, dans

un milieu limitant en sources d'azote (extrait de levure & 2 g/l) et comportant un excés de
source de carbone glucidique (glucose 5’20 g/1). Les cellules corréspondant 34 un poids sec de
5 g, sont récoltées en phase stationnaire de croissance (aprés 60 h), lavées puis mises en
suspension dans 100 ml de tampon phosphate 0,038 M de pH 7,4 contenant 0,3 g de progestérone
(dissoute dans 2 ml de DMF), 3 g de glucose et 20 mg de chloramphénicol (5). La suspension est
agitée 38 h & 27°C en aérobiose. Apré&s addition de 20 ml de HCl 4 N, les stéroldes sont ex-
traits par 2 x 50 ml de chloroforme, puis sé€parés par chromatographie en progestérone résidu-
elle et un produit moins polaire. La recristallisation de ce dernier composé dans 1l'acétone
fournit 115 mg de cristaux F = 197-200°C ; luID + 128° (CHC1l3) identifiés 3 la 5a-pregna—3 20~
dione 2 |Litt. F = 200-201°C (6) ; |a|, + 124°C (6)]. |m‘;’(§13 1720 et 1732 cm ' ; SM m/e 316
CONCIP _

Dans les mémes conditions, l'androst-4-8ne 3,17-dione est réduite en Sa-androsta-3,17-dione
(rendement : 32 Z). De méme 1'androst-l,4-di&ne 3,17-dione est transformée en Sa—androsta
3,17-dione (24 Z), la 16-dehydro-progestérone en 5a-pregna-3,20-dione (21 Z). D'autres sté-
roides conjugués tels que la cholesta-3,5-di&ne 7-one et la cholesta-4-&ne 3,6-diome ne sont
pas réduits. Nocardia opaca ATCC 4176 méne i des résultats semblables. Les Mycobactéries
(Mycobacterium phlel et M. smegmatis) ré&duisent aussi la fonction cétone en 3 ; la cholest—4-
éne 3-one est hydrogénée en Sa-cholestan 38-ol (8).
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Deshydrogénation de 1'androst-4-éne 3,17-dicne 3 en androsta-~],4<di&ne 3,17-dione 4
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Nocardia corallina ATCC 13259 est cultivé dans un milieu 3 glucose limitant (5 g/1)

contenant 4 g/l d'extrait de levure. Un stéroide inducteur (progestérone i 500 mg/l) est ajouté
aprés 10 h et les cellules sont récoltées en fin de phase exponentielle de croissance (30 h).
Aprés lavage, les cellules (correspondant & un poids sec de 2 g) sont mises en suspension dans
50 wl de tampon Tris 0,03 M pH 9,3, emprésence de 0,5 g d'androst-4-&ne 3,17-dione, de 200 mg
de méthanesulfonate de ph@mazine, accepteur d'électrons (9), de 10 mg de chloramphénicol et de
10 mg d'qq’'-dipyridyle (10). Aprés 2 h d'incubation 4 27°C en aérobiose, puis addition de HC1,
les stéroides sont extraits au chloroforme et séparés par chromatographie. On obtient 0,38 g
d'androsta-1,4~digne 3,17-dione F = 138-141°C ; vaﬁ:“a“l 243 om (e 15.700) ; m/’é;’c‘l3 1735,
1663, 1624 et 1604 cm_l ;s RMN : 3 signaux dus aux protons vinyliques a t 3,88, 3,77 et 3,14
ppm. Ces données correspondent 3 celles de la littérature (11).

En conclusion, il est possible d'orienter sélectivement les bioconversions de stéroi-
des vers les réductions, en limitant les oxydations ce qui permet la préparation stéréospécifi-~
que de stérolides 5a dihydrogénés, en particulier de stéroides marqués comme la 5a dihydro-pro-
gestérone 4—140. Pour ce faire, nous avons tenu compte de la biosynthé&se non induite par les
stéroides de la 50 réductase et de la stimulation de la réduction, in vivo, dans un milieu dé-
ficient en sources azotées et contenant un exc@s de source carbonée glucidique (12).
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