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Разработан способ трансформации фитостеринов до 9α-гидрокси-андростендиона с использова-
нием смешанных культур актинобактерий Mycobacterium neoaurum Ac-1634 и Rhodococcus erythropolis
Ac-1740 при высоких нагрузках стероидного субстрата. Внесение 9α-гидроксилирующей культуры
после первых 70 ч трансформации позволило повысить селективность процесса и исключить при-
менение дорогостоящего и трудно регенерируемого метилциклодекстрина.
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В настоящее время самым дешевым и перспек-
тивным источником сырья для синтеза фармацев-
тических стероидов являются фитостерины (ФС).
В предыдущей работе [1] был разработан эффек-
тивный метод выделения и очистки ФС из побоч-
ного продукта производства соевого масла. Также
предложены оригинальные способы расщепления
боковой цепи стеринов до 17-кетоандростанов: ан-
дрост-4-ен-3,17-диона (АД), андроста-1,4-диен-
3,17-диона (АДД) и 9α-гидрокси-АД (9α-ОН-АД),
которые представляют собой ключевые интерме-
диаты для получения практически всех стероид-
ных лекарственных препаратов [2–10]. Так, АДД
считается идеальным промежуточным продуктом
для синтеза эстрогенов, анаболиков и гестагенов
19-норстероидного ряда, АД – синтеза половых
гормонов (андрогенов и прегнановых гестагенов)
[11–14], а 9α-ОН-АД – наиболее удобным полу-
продуктом для промышленного получения фто-
рированных кортикоидов нового поколения на ос-
нове модифицированной стероидной молекулы,
содержащей атомы фтора при С9, С6 и в диокси-
ацетоновой цепи, таких как триамцинолон, декса-
метазон, бетаметазон, флуоцинолон, мометазон и
флутиказон с высокой противовоспалительной,
антиаллергической, иммунодепрессивной и про-
тивошоковой активностью при минимальных по-
бочных эффектах [15–18]. Использование в каче-

стве ключевого полупродукта 9α-ОН-АД обеспе-
чивает наиболее короткий и простой способ
получения фторированных аналогов стероидов,
так как позволяет за счет легко осуществимой де-
гидратации 9α-ОН-группы исключить из техно-
логического процесса трудоемкую и неэкономич-
ную стадию микробиологического 11-гидрокси-
лирования.

В настоящее время 9α-ОН-АД получают из
стеринов животного и растительного происхож-
дения двумя способами. Первый способ включа-
ет двухстадийный процесс получения АД из сте-
ринов методом микробиологической трансфор-
мации бактериями рода Mycobacterium [19–21], а
затем образовавшийся AД 9α-гидроксилируют
бактериальными культурами [4, 7, 8, 20, 22]. Вто-
рой – трансформацию стеринов до 9α-ОН-АД му-
тантными штаммами микроорганизмов с блоки-
рованным синтезом 1,2-дегидрогеназы [23–25].
Таким образом, для получения 9α-ОН-АД можно
последовательно подвергать стероидную молеку-
лу действию различных микроорганизмов и выде-
лять промежуточные продукты, или изменять эту
молекулу последовательной трансформацией мик-
роорганизмами, минуя стадию выделения [26], или
проводить процесс со смешанными культурами
микроорганизмов. Для последних двух случаев не-
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обходимо, чтобы применяемые микроорганизмы-
трансформаторы не были антагонистами [27, 28].

Впервые в стероидном синтезе смесь двух мик-
роорганизмов была применена в 1939 г. [27]. При
трансформации АД культурами Bacillus putrificus и
Saccharomyces cerevisiae восстанавливались обе ке-
тогруппы и двойная связь с образованием 5α-анд-
ростан-3β,17β-диола [27]. Действие на АД бактерии
Corynebacterium equi и Trichomonas foetis позволяет в
одну стадию ввести Δ1-связь и восстановить 17-ке-
тогруппу до 1,2-дегидротестостерона. Также 1,2-де-
гидротестостерон образовывался (c выходом 60%)
при трансформации АД смешанными культурами
Fusarium lateritium и Saccharomyces cerevisiae [27].
При трансформации 9α-фторгидрокортизона в
Δ1-дегидро-16α-гидрокси-фторгидрокортизон
(триамцинолон) использовали метод трансфор-
мации со смешанными культурами Arthrobacter
simplex и Streptomyces roseochromogenus. Бактери-
альная культура A. simplex осуществляла реакцию
1,2-дегидрирования, а грибная культура S. roseo-
chromogenus – 16α-гидроксилирования [28].

Проведение микробиологических трансфор-
маций стероидов с использованием смешанных
культур позволяет упростить и снизить стоимость
технологического процесса, поскольку при этом
осутствуют дополнительные стадии выделения и
очистки полупродуктов.

Цель работы – усовершенствование метода
получения 9α-OH-АД из ФС для использования в
промышленном производстве фторированных
кортикостероидов.

МЕТОДИКА
Микроорганизмы. В работе были использова-

ны следующие штаммы микроорганизмов: Myco-
bacterium neoaurum Ac-1634, расщепляющий бо-
ковую цепь стеринов животного и растительного
происхождения с образованием АД [2], и Rhodo-
coccus erythropolis Ac-1740, выполняющий 9α-гид-
роксилирование Δ4-3-кетостероидов [4, 29]. Все
указанные штаммы депонированы в ВКПМ.

Среды и условия культивирования. Актинобакте-
рии хранили на агаризованных средах приведенно-
го ниже состава. Для M. neoaurum использовали
среду I, pH 6.8–7.0, содержащую (г/л) глюкозу –
10.0, соевую муку – 5.0, лимонную кислоту – 2.2,
мочевину – 0.5, NH4Cl – 1.0, KH2PO4 – 0.5,
MgSO4 – 0.5, FeSO4 – 0.05 и CaCO3 – 1.5. Для
R. erythropolis использовали среду II, рН 6.8–7.2,
следующего состава (г/л): глюкоза – 10.0, куку-
рузный экстракт – 15.0 и К2НРО4 – 1.0.

Биомассу M. neoaurum в возрасте 5–7 сут, по-
лученную смывом со скошенной агаризованной
среды, переносили в конические колбы объемом
750 мл со 100 мл среды I и выращивали в течении
90–96 ч на качалке при перемешивании со скоро-

стью 220 об/мин и 28°С. Далее посевной материал
M. neoaurum в стерильных условиях концентриро-
вали в 2 раза.

Биомассу R. erythropolis в возрасте 4–5 сут, по-
лученную смывом со скошенной агаризованной
среды, переносили также в конические колбы
объемом 750 мл со 100 мл среды II и выращивали
в течении 70–72 ч на качалке при перемешивании
со скоростью 220 об/мин и 28°С.

Полученный инокулят R. erythropolis в количе-
стве 10% (об.) переносили в аналогичные колбы
со средой II и выращивали в течение 24 ч в усло-
виях, указанных выше.

Биомассу R. erythropolis для 2 стадии трансфор-
мации отстаивали в течение 24 ч при 4–5°С. Затем
посевной материал R. erythropolis в стерильных
условиях концентрировали в 2 раза.

Культивирование бактерии M. neoaurum для
стадии трансформации стеринов в АД осуществля-
ли в аналогичных колбах с отбойником в среде III,
рН 7.0–7.2. содержавшей (г/л) глюкозу – 20.0, со-
евую муку 18%-ной жирности – 20.0, лимонную
кислоту – 3.0, мочевину – 0.65, (NH4)2HPO4 – 2.0,
MgSO4 – 0.65, FeSO4 – 0.065, CaCO3 – 3.0 и ФС с
размером частиц 5–15 мкм – 30.0, рН 7.0–7.2.
Раствор глюкозы и посевной материал подавали
дробно: 0 ч – 20%, через 48 ч – 10%, 96 ч – 10%.

Концентрированную биомассу R. erythropolis в
количестве, соответствующем весу 0.4–0.5 г сухо-
го вещества, переносили в колбы с 100 мл культу-
ральной жидкости, полученной через 70 ч транс-
формации ФС культурой M. neoaurum.

Оценка количества продуктов трансформации.
Количество АД и 9α-ОН-АД в культуральной
жидкости оценивали методом ТСХ. Стероиды из-
влекали экстракцией этилацетатом. Для анализа
использовали пластинки Sorbfil (“Imid Ltd”, Рос-
сия) и систему бензол–ацетон 3 : 1. Аликвоты
культуральной жидкости (1мл) отбирали с интер-
валом, определяемом целями эксперимента. Экс-
тракцию стероидов из проб осуществляли 4-крат-
ным объемом этилацетата. Разделение стероидных
соединений проводили в системе растворителей
бензол/ацетон (3 : 1). Количественную оценку про-
дуктов биоконверсии в пробах проводили визуаль-
но в УФ-свете на хроматоскопе ХЛ-6 (Россия)
сравнением интенсивности поглощения пятен
при длине волны 254 нм с пятнами стандартов из-
вестной концентрации.

Выделение. Из 200 мл культуральной жидкости
6 г 95%-ного ФС экстрагировали стероиды 3 раза
равными объемами этилацетата. Объединенные
экстракты осветляли 1 г активированного угля
при перемешивании в течение 15 мин. Уголь от-
фильтровывали, а фильтрат упаривали в вакууме.
Полученный остаток обрабатывали 10 мл диэтило-
вого эфира при перемешивании в течение 30 мин.
Осадок отфильтровывали, промывали диэтило-
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вым эфиром и сушили. Получено 2.69 г 9α-ОН-АД
(выход 64.3% на ФС).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В предыдущей работе [7] был описан разрабо-
танный и усовершенствованный метод получе-
ния 9α-ОН-АД из ФС при совместном культиви-
ровании актинобактерий М. neoaurum и R. erythropo-
lis, при котором трансформация ФС до 9α-ОН-АД
смешанными культурами проводилась в две после-
довательные стадии без выделения из культу-
ральной жидкости образовавшегося на первой
стадии АД.

Использование метода смешанных культур
позволил упростить и удешевить технологию по-
лучения стероидных веществ. Однако, АД, на-
капливающийся на первом этапе после расщеп-
ления боковой цепи ФС с повышенной нагруз-
кой (30 г/л или выше) в виде крупных кристаллов
(рис. 1), многократно превышающих размером
бактериальные клетки, становился труднодо-
ступным для дальнейшей трансформации до
9α-ОН-АД.

Для решения этой проблемы в процессе транс-
формации ФС использовали метил-β-циклодекс-
трин (МЦД) в весовом соотношении 1 : 5, кото-
рый образовывал водорастворимый комплекс
включения с АД, образующимся при расщепле-
нии стерина, и далее АД трансформировался в
9α-ОН-АД (рис. 2) [7].

Однако МЦД является дорогостоящим и труд-
но регинерируемым реагентом, поэтому в даль-
нейшем были предприняты попытки получить
аналогичные по выходу результаты без использо-
вания МЦД при такой же нагрузке субстрата.

Для предотвращения процесса укрупнения об-
разующихся кристаллов АД, в значительной сте-
пени зависящего от концентрации стероида,
9α-гидроксилирующую культуру R. еrythropolis
вносили на 70 ч трансформации, что соответство-
вало экспоненциальной фазе роста культуры
М. neoaurum и процессу интенсивного накапли-
вания АД (рис. 3а). При достижении его концен-
трации выше 10 г/л в культуральной жидкости об-
разовывались кристаллические структуры (рис. 1),
недоступные для дальнейшего введения гидрок-
сильной группы в 9α-положение стероидной моле-
кулы, катализируемого культурой R. еrythropolis.

Рис. 1. Кристаллы АД в культуральной жидкости
M. neoaurum.

Рис. 2. Схема получения 9α-ОН-АД из ФС с использованием МЦД и без него.
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Для интенсификации микробиологических
трансформаций применяли дробное внесение
инокулята и раствора глюкозы. Как видно на
рис. 3б, после 48 и 96 ч проведения процесса био-
конверсии запас глюкозы оказывался полностью
исчерпанным, поэтому в стерильных условиях
вносили растворы глюкозы в количестве 1.5 об.%
и инокулята M. neoaurum – 10 об.%.

Таким образом, добавление на 70 ч трансфор-
мации бактерии R. erythropolis способствовало то-
му, что образующийся АД сразу гидроксилиро-
вался до 9α-ОН-АД. Время трансформации при
нагрузке ФС 30 г/л в отсутствии солюбилизатора
составило 168 ч, а выход 9α-ОН-АД – 64–65%.

Помимо снижения стоимости процесса за счeт
проведения его без дорогостоящего МЦД, к пре-
имуществу данного метода можно отнести его
высокую селективность без образования побоч-
ных продуктов, а образующееся в качестве побоч-
ного продукта незначительное количество тесто-
стерона гидроксилировалось культурой R. eryth-
ropolis с образованием также 9α-ОН-АД [8].

Таким образом, удалось разработать эффек-
тивный способ трансформации ФС до 9α-ОН-АД
с использованием метода смешанных культур ак-
тинобактерий М. neoaurum и R. erythropolis при
высоких нагрузках стероидного субстрата.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Программы Президиума РАН “Разработка новых
биотехнологических методов получения высокоак-
тивных фторированных кортикостероидов проти-
воспалительного и антиаллергического действия
по совмещенной схеме из фитостеринов через
9α-гидрокси-АД с использованием в процессе био-
трансформации вновь созданных иммобилизован-
ных биокатализаторов” (проект № 1201371077).
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A way of phytosterols transformation to 9α-hydroxy-androstenedione under high loads of the steroid sub-
strate has been developed using the mixed cultures method for actinobacteria M. neoaurum and R. erythrop-
olis. The introduction of a 9α-hydroxylating culture after the first 70 h of transformation made it possible to
increase the selectivity of the process and to exclude the use in it of an expensive and difficultly regenerated
methylcyclodextrin.
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