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Transformacje mikrobiologiczne. VIII.

Badanie mozliwoéci wybranych gatunkéw grzybéw
do redukcji sekodionu i etylosekodionu.

J. DMOCHOWSKA, A. NESPIAK, L. NOWAK, A. SIEWINSKI

Instytut Podstaw Chemii Akademii Rolniczej we Wroclawiu
Zaklad Botaniki Akademii Medycznej we Wroclawiu

Dmochowska J, Nespiak A, Nowak L, Siewinski A, (Dep-
artment of General Chemistry, College of Agriculture, Wroclaw Norwida 25;
Department of Botany, Medical Academy, Wroclaw Kochanowskiego 10), Micro-
biotogical transformations, VIII — Studies of the capability of selected species
of fungi to reduce of secodione and ethylosecodione. Acta Mycol. 13 (1): 85-97,
1977.

Screening tests were carried out with 29 strains of fungi for stereospecific
reduclion of ketone groups in 13-methyl- and 13-ethyl-3-methoxy-8(14)-seco-
1,3,5(10),9(11)-oestrateiraen-14,17-dione,

WSTEP

Reakcje mikrobiologiczne naleza do coraz czedciej stosowanych wspol-
czesnych syntez zwiazkéw orgenicznych. W reakejach tych wykorzystuje
si¢ miedzy innymi grzyby, ktére sa zdolne do przeksztalcania w okreslo-
nym kierunku substratéw organieznych. Wéréd zwiazkéw przeksztalca-
nych mikrobiologicznie najwiekszg grupe stanowia steroidy (Achrem,
Titov, 1970), Stereospecyficzna redukcja mikrobiologiczna achiral-
nych substratow 13-metylo-3-metoksy-8(14)-seco-1,3,5,(10).9(11)-estrate-
traen-14,17-dionu, zwanego w dalszej czesci pracy secodionem (zwigzek Ia),
oraz 13-etylo-3-metoksy-8(14)-seco-1,3,5,(10),9(11)-estratetraen-14,17-dionu,
zwanego w dalszej czedci pracy etylo-secodionem (zwiazek Ib), prowadzaca
do optycznie czynnych ketoalkoholi (zwiazki Ila, IIb oraz IIla i IIIb),
jest wezlowym etapem w totalnej syntezie hormondéw steroidowych. Za-
interesowanie chemikéw tym przeksztalceniem koncentruje si¢ na otrzy-
maniu ketoalkoholu Ila lub IIb — w zaleznosci od uzytego substratu,
ktorego dalsza kondensacja prowadzi do powstania naturalnego ukladu
steroidu. Ten kierunek jest najistotniejszy ze wzgledow przemyslowych.
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Redukcja prowadzgca do otrzymania produktu IIla lub IIIb budzi réwniez
zainteresowanie z punktu widzenia syntezy asymetrycznej. Obydwa kie-
runki redukecji mikrobiologicznej stanowia przedmiot licznych publikacji
i patentow.
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0

"A:rgmA
H

CHy0

CH40
lla R=CHy
lla R=CHy

Pierwszym etapem w badaniach nad transformacjami mikrobiologicz-
nymi jest przeprowadzenie prob screeningowych — poszukiwan szczepow
zdolnych do pozadanego przeksztalcenia. Szczep grzyba lub szezep bakterii
wykazujacy te wlasciwosci musi pod wezgledem biclogicznym charaktery-
zowal sie szybkim wzrostem na sztucznych podlozach i nie wykazywaé
objawow zbyt szybkie] degeneracji. 7 literatury patentowej i licznych
publikacji wiadomo, ze tylko nieliczne szczepy grzybow i bakterii meta-
bolizuja omawiane zwigzki w pozadany sposob. Miedzy innymi mozna
wymieni¢ szezegolnie pod tym wzgledem aktywne gatunki: Seccharomy-
ces carlsbergensis, S. pastorianus, S. uvarum, 8. elipsoides, Curvularia
lunata, Rhodotorula glutinis, oraz Torulopsis utilis. Redukujg one secodion
Ia do produktu Ila (Gibian i in, 1967, Greenspan i in, 1970;
Kosmoliin, 1967). W tych samych pracach opisano redukeje zwiazku
Ib do IIb przy pomocy niektorych sposrod wyzej wymienionych grzybow,
Zastrzezeniami patentowymi objeto roéwniez szezepy transformujace sub-
strat Ia do Illa. Wéréd gatunkéw przydatnych w tym przeksztalceniu
wymieniane sa: Aspergillus niger, A. ochraceus, Rhizopus nigricans, Pe-
nicillium notatum, Seecharomyces cerevisice, S. pastorianus i Candida
utilis (Greenspan i in, 1970; Kosmel i in, 1967). Znalazly one
zastosowanie w przemysle. Wzgledy ekonomiczne powoduja, iz poszu-
kiwania nowych gatunkéw grzybéw lub bakterii zdolnych do przeprowa-
dzania podobnych reakcji z oplacalng wydajnoscia trwaja nadal.
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MATERIAL I METODY

Podstawg naszych badan byly uprzednio wykonane prace (Dmo-
chowska iin, 1969; Dmochowska iin, 1970; Nespiak i in,
1969). Istota sa poszukiwania wéréd morfologicznie i fizjologicznie ziden-
tyfikowanych szezepow takich grzyboéw, ktore by redukowaly selektywnie
jedna z grup ketonowych w obydwoch substratach — Ia i Ib. Uzyskane
efekty rozpatrywano zaréwno od strony chemicznej, jak réwniez pod ka-
tem przydatnosei ich jako ewentualnej nowej cechy diagnostycznej, ktora
moglaby mie¢ pewne znaczenie szezegdlnie dla gatunkéw o slabo zrozni-
cowanych cechach morfologicznych.

Materialem do badan bylo 29 szczepéw grzybow izolowanych z réznych
podlozy naturalnych. Stanowig one czes¢ kolekeji szezepow Zakladu Bota-
niki Akademii Medycznej we Wroclawiu. Wiekszo$¢ z nich byly to grzyby
drozdzoidalne, pie¢ szczepow reprezentowalo rodzaje z klasy Zygomycetes,
pozostale nalezaly do Deuteromycetes (tab. 1).

Morfologiezne i fizjologiczne oznaczenia
uzytych do badan szezepow

Identyfikacji badanych szczepéw dokonywano postlugujac sie analizg
ich cech morfologicznych wzglednie fizjologicznych otrzymanych na pod-
lozach standardowych. Podstawowym podlozem dla wzrostu wszystkich
badanych grzyb6w byl agar maltozowy o skladzie: 20 g ekstraktu ,,Malto”,
15 g agaru, 1000 ml wody. Dla grzybéw z rodzaju Penicillium stosowano
ponadto podloze Czapka-Doxa, grzyby z klasy Zygomycetes identyfiko-
wano na podlozu SMA (Z ycha, 1969). Dla okreélania szczepow drozdzy
uizywano podloza podstawowego Wickerhama (Lodder, 1970). Testy
stwierdzajace stopien asymilacji Zrodel wegla wykonano poslugujae sie:
glukoza, sacharoza, maltozg, laktoza, salicyna, D-melibiozg, trechaloza,
L-arabinozg, D-arabinoza, D-galaktoza, D-mannitem, inozytem, sorboza
i skrobig rozpuszczalng. Do badan zdolnosci fermentacji posluzono sie glu-
koza, sacharoza i maltoza. Zdolnos¢ przyswajania azotu sprawdzono na
podlozu podstawowym 2z glukoza z dodatkiem 0,78 g KNO,.wzglednie
5 g (NH,),50,. Odczyty stopnia wzrostu komdrek poszczegolnych szcze-
pow dokonano po 7, 14 1 21 dniach. Wszystkie préby wykonywano w czte-
rech powtérzeniach.

Przeprowadzanie reakeji mikrobiologicznych

Wstepng hodowle mikroorganizméw wykonano w kolbach o pojem-
nosei 250 ml na plynnej pozywce w objetosci 100 ml o skladzie 2 g wy-
ciggu slodowego ,Malto” firmy Warta w Sremie (sklad: 72°%, maltozy,
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20)y dekstryn, 4%, substancji bialkowych, 19, soli mineralnych, 129/, wo-
dy). Po czterech dniach wzrostu prowadzonego metoda wstrzasania (80
wahan/min) dodawano do kultury 5 g substratu Ia lub Ib rozpuszczonego
w 0,5 ml acetonu lub etanolu. Czas fermentacji substratow w temperatu-
rze 27°C i przy pH pozywki ok. 6,5 trwal od-1-9 dni. Po tym okresie
przerywano fermentacje i ekstrahowano produkty z roztworu metabo-
licznego chloroformem lub eterem etylowym. Po odparowaniu rozpusz-
czalnika organicznego mieszanine produktéw badano metoda chromato-
grafii cienkowarstwowe]j na zelu krzemionkowym firmy Merck. Eluentami
dla mieszaniny produktow z substratu Ia byly: benzen, eter etylowy
(85:15). Dla mieszaniny produktéw z substratu Ib byly: benzen, octan
etylu (5:1). Chromatogramy rozwijano jedno- lub tréjkrotnie i wywoly-
wano kwasem siarkowym z dodatkiem metanolu. Otrzymane plamy po-
réwnywano réwnolegle z plamami oryginalnych zwigzkow. Wyjatkowo
dla produktu IITb plame pomaranczowa o R, 0,30 z chromatogramu
produktéow z Ib przypisano zwiazkowi IIIb na zasadzie analogii z pro-
duktem IIla (mala réinica w budowie chemicznej).

Wartosé

Substrat Ry Kolor plamy
Substrat Ia 0,71 jasnozolty
Produkt Ila 0,25 zielonoszary
Produkt Illa 0,20 czerwony
Substrat Ib 0,80 20lty
Produkt Ilb 0,32 pomaraticzowozielony
Produkt IIIb 0,30 pomaranczowy

Wilasnosci zwigzkéw uzytych do poréwnan:
Substrat Ia (secodio): tt. 78-79°C; IR v nujol 1750, 1720 em
Substrat Ib (etylosecodion): tt. 66-68°C; IR v nujol 1760, 1710 em
Produkt Ila (ketoalkohol-178)13-metylo-3-metoksy-8(14)seco-1,3,5(10),9(11)-
estratetraen-14-on-17f-ol: tt. 110-111°C IR v nujol 3585, 3440,
1715 em~! [a] 2 — 39° (c = 1, dioksan)
Produkt IIla (ketoalkchol-14a)13-metylo-3-metoksy-8(14)-seco-1,3,5(10),
9(11)-estratetraen-14a-0l-17-om: tt. 103°C; IR v nujol 3450,
1720 ecm~1, [a]® 4 47° (c = 1, dioksan)
Produkt 1IIb (etylo-ketoalkohol-17f)13-metylo-3-metoksy-8(14)-seco-1,3,
5(10),9(11)-estratetraen-14-on-17f-ol: t1. 88-89°; IR v nujol
3500, 1722 em~?! [a]¥®+ 10 (c = 1, dioksan)
Chromatogramy cienkowarstwowe wykazywaly obok wymienionych
zwiazkow obecnosé innych produktow o R, dla zwiazkéw bardziej po-
larnych.



Wazrost badanych szezepéw grzybéw z rodzaju Rhodotorula w zaleznofci od Zrédel an carbon sources
Growth of the tested yeast strains from the genus Rhodotorula on various nitrogenazotu i wegla

Tabela 2 —Table 2
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Dla okredlenia stopni obfitofcl wrrostu kultur postugiwano sl nastepujacs skala — The following seale has been used to determine the culture growth
+4+++ wyrainy osad, zmetnienle | pierécied na powlerzchnl pozywki — district sediment, cloudiness and a ring on the medium surface
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Werost badanych szczepéw grzybéw z rodzaju Candida w zaleznoscl od Zrédel azotu i wegla

Tabela 3— Table 3

Growth of the tested yeast strains from the genus Candida on different nitrogen and carbon sources
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Number of
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Wartodel &rednie z ezterech powtdrzeni — Mean values of four experiments
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DYSKUSJA WYNIKOW BADAN

Na podstawie identyfikacji morfologicznej i fizjologicznei stwierdzono,
e uzyte do badan szczepy naleza glownie do rodzajow Rhodotorula, Can-
dida, Penicillium oraz przedstawicieli rzedu Mucorales. Szezepy nr 81, 82,
83, 84, 85, 86, 199 wygladem makroskopowym kolonii, wielkoscig i ksztal-
tem komorek, oraz forma wzrostu byly identyczne z oznaczonymi poprzed-
nio (Nespiak i in, 1969) szczepami Rhodotorula mucilaginosa (Jorg.)
Harrisson i Rhodotorula rubra (Demme) Lodder (szczepy nr 4 i 7). W wy-
niku wykonanych testow formy przyswajania zrodel wegla oraz azotu
stwierdzono, ze dwa pierwsze (nr 4 i 7) zachowaly nadal typowe cechy ga-
tunku R. rubra (Demme) Lodder, pozostale za$ stanowia formy gatunku
Rhodotorula glutinis (Fres) Harrison rézniace sie¢ pomiedzy sobg forma
wzrostu na podlozu bezwitaminowym (tab. 2). Szczepy nr A 114, A 117,
A 122, A 128, A 132, A 268 tworzyly kolonie mlecznobiale léniace, gladkie
lub pomarszezone, W obrazie mikroskopowym stwierdzono obecnoi¢ pseu-
dogrzybni rozpadajacej sie na krotkie lub dluzsze fragmenty, lub wykazu-
jacej tendencje do rozgalezien okolkowych z licznymi okraglymi lub owal-
nymi, latwo paczkujgcymi na obu koneach konidiami, ktore tworzyly nie-
kiedy krotkie lancuszki. Wymiary konidiow dla szezepow A 114, A 117,
A 122, A 128, A 132, A 138 wahaly si¢ w granicach 2,5-6,5 )} 8 um. Nie
zauwazono tworzenia sie chlamydospor, W szezepie nr A 268 stwierdzono
brak okolkowych rozgalezien grzybni, a wérod konidiow przewazaly owal-
ne lub jajowate o wymiarach 2,5-5,5 3 1,5 um. U wielu z nich stwierdzono
obecnos¢ jednej lub dwdch kropel.

Testy'pmyswajania zrodel wegla i azotu (tab. 3) pozwolily na zakwa-
lifilkowanie badanych szczepow do rodzaju Candida. Szezepy nr A 117,
A 128, A 138 zaliczono do gatunku Candida albicans (Robin) Berkhout.
Wykazywaly one odehylenia od typu w slabym przyswajaniu D-arabinozy
oraz salicyny. W szczepach A 117 i A 138 nie stwierdzono przyswajania
skrobi. Szezepy A 117 i A 128 charakteryzowaly si¢ silnym przyswajaniem
sorbozy. Wérdd szezepow asymilujacych azot azotanowy trzy (A 114,
A 122, A 132) odpowiadaly najbardziej cechom gatunku Candida pellicu-
losa Redaelli, ktorego heterotalliczne grzybnie moga tworzyé stadium
doskonale — Hansenula anomala (Hansen) H. et E, Sydow var. anomala.
Badane przez nas szczepy charakteryzowaly sie bardzo slabym przyswa-
janiem skrobi oraz do$¢ wyraznym przyswajaniem D-arabinozy. W szczepie
A 122 stwierdzono slabe przyswajanie maltozy. Szczep A 268 odbiegajacy
nieco wygladem komorek od wszystkich pozostalych nalezal do grupy szeze-
pow przyswajajacych KNO,, roinil si¢ natomiast stopniem przyswajania
salicyny oraz sorbozy. Na podstawie wykonanych testow nie udalo sie go
zidentyfikowaé do gatunku.

Wyniki badan nad zdolnoscia analizowanych grzybow do przeksztalcen
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secodionu i etylosecodionu (substratow Ia i Ib) ukazujg tabele 4 i 3,
Wynika z nich, ze wszystkie szczepy z rodzaju Rhodotorula przeksatal-
caja substrat Ia calkowicie w ciagu jednego do oémiu dni, czego dowodem
jest brak materialu wyjsciowego w chromatogramach. Transformacja pro-
wadzi w zasadzie do produktu IIla — redukeja grupy ketonowej na C-14
do alkoholi o konfiguracji 14«. Jeden tylko szczep (nr 81) z gatunku
Rhodotorula glutinis metabolizowal substrat do obu produktéw, wykazujac
tym niestereospecyficznos¢ dzialania.

Szczepy z rodzaju Candida nie wykazuja takiej selektywnosei redukeji.
Hodowle $rednio szeéciodniowe prowadza z reguly do powstawania obu
produktow Ila i Illa, Redukuje sie zaréwno keton na C-17, jak i na C-14,
Chromatogram wykazuje w niektorych wypadkach obecnosé nieprzerea-
gowanego materialu wyjsciowego. Widoczne sg rowniez produkty bardziej
polarne sugerujgce powstawanie dwualkoholi.

Gatunki z rodzaju Penicillium charakteryzuja si¢ stosunkowo duia
selektywnoscia dzialania. Chromatogramy ich wykazujg powstawanie wy-
laeznie produktu IlIa, przy ebecnosei materialu wyjseiowego. Brak u nich
natomiast redukcji do Ila.

Gatunki z rodzaju Mucor charakteryzujg sie rowniez wysokg specy-
ficznoseia redukeji produktu Illa, bez pozostalosei materialu wyjsciowego.
Gatunki pozostalych badanych grzybow redukuja wyjsciowe substraty
rowniez glownie do substratow Illa i IIIb.

Przedstawione proby transformacji obydwoch substratow przy uzyciu
przebadanych szczepéw grzybow wykazuja wazina ich zdolnoié do re-
dukeji ketonu na weglu 14. Jest to prawdopodobnie glowny kierunek
metabolizmu secodionu, jak i etylosecodionu uzyskany przy pomocy tej
grupy mikroorganizméw. Zbyt szczuply material nie pozwala na wysu-
niecie ogolniejszych wnioskow majacych zastosowanie w chemotaksonomii
grzybow. Dostarcza on jednak danych do ewentualnych dalszych rozwa-
zan nad tym zagadnieniem,
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