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Большинство стероидных лекарственных препа�
ратов, используемых в настоящее время в медицине
и ветеринарии, представляет собой структурные мо�
дификации природных соединений, по сравнению с
которыми модифицированные производные обла�
дают более высокой биологической активностью и
меньшими побочными эффектами [1]. 

В синтезе многих препаратов используется спо�
собность микроорганизмов селективно осуществ�
лять нужную трансформацию стероидных молекул
заданной структуры, не требующую предваритель�
ной защиты имеющихся в молекуле функциональ�
ных групп, и в экологически чистых условиях. Более
того, такие трансформации стероидов, как гидрок�
силирование, в частности гидроксилирование в по�
ложение С9 полициклической системы стероидной
молекулы, химическим способом в промышленных
масштабах практически не осуществимы [1–4]. 

Интерес к 9α�гидроксистероидам обусловлен
тем, что они используются в качестве исходных про�
дуктов для синтеза 11β�гидрокси�9α�галоид�cтеро�
идов ряда прегнана, обладающих высокой антиал�
лергической, противошоковой и противовоспали�
тельной активностью, таких, как триамцинолон,
дексаметазон, синафлан и др. Они могут быть ис�
пользованы как самостоятельные физиологически
активные соединения, так и как интермедиаты в
синтезе новых препаратов [2–7].

Способность вводить гидроксигруппу в положе�
ние С9 стероидной молекулы установлена у некото�
рых видов плесневых грибов и актинобактерий ро�
дов Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia и
Rhodococcus. У грибов гидроксилирование атома уг�
лерода в то или иное положение молекулы стероида
зависит от ее строения, тогда как бактерии способны
к образованию 9α�гидроксипроизводных из соеди�
нений различных рядов и с самыми различными за�
местителями [5–10]. 

Условием эффективного 9α�гидроксилирования
является применение ингибиторов 3�кетостероид�
Δ1�дегидрогеназы или использование мутантных
штаммов, у которых блокирован ее синтез [8–14].
Mутант Nocardia cаnicruria ATCC 31548, полученный
под действием N�метил�N'�нитро�N�нитрозогуани�
дина, превращал в 9α�гидроксипроизводные 10 со�
единений андростановой и прегнановой серии в те�
чение 30–47 ч при содержании субстрата в среде
1.75 г/л с выходом выделенных продуктов 7–45% [8].
Конверсия андростендиона (АД) за 15 ч в 9α�гид�
рокси�АД (9�ОН�АД) генетически модифицирован�
ным штаммом Rhodococcus erythropolis DSM 13157
при содержании стероида в среде 10 г/л составляла
92–96% [13]. 

Цель работы – получение 9α�гидроксипроизвод�
ных различных стероидов ряда андростана и прегна�
на с помощью клеток Rhodococcus erythropolis ВКПМ
Ас�1740 и изучение возможности использования
указанной бактерии в иммобилизованном состоя�
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С помощью культуры Rhodococcus erythropolis ВКПМ Ас�1740 из 11 стероидов ряда андростана и пре�
гнана при содержании субстрата в реакционной среде 0.5–10 г/л получены соответствующие 9α�
гидроксипроизводные. 9α�Моногидроксилирование протекало независимо от строения заместите�
ля при С17. Однако структура стероидной молекулы влияла на время полной конверсии субстрата
и выход продукта трансформации. При максимальном количестве андростендиона (АД) 10 г/л 9α�
гидрокси�АД образовывался через 35 ч с выходом 85%. 9α�гидрокси�АД получали также с помощью
клеток актинобактерии, включенных в криогель поливинилового спирта. При содержании в среде
АД 4.0 г/л проведено 9 последовательных циклов трансформации с помощью иммобилизованных
клеток. Содержание 9α�гидрокси�АД, образуемого в 6 циклах продолжительностью 22–24 ч каж�
дый, составляло 98%. 
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нии в качестве реагента для 9α�гидроксилирования
стероидов.

МЕТОДИКА

Условия культивирования и трансформации. Куль�
тивирование бактерии Rhodococcus erythropolis
ВКПМ Ac�1740 [14], а также трансформацию стеро�
идов свободными и иммобилизованными клетками
(ИмК), осуществляли в кукурузно�глюкозной среде
(КГС, г/л): кукурузный экстракт – 15.0, глюкоза –
10.0, К2НРО4 – 1.0, рН – 6.8–7.2, в колбах объемом
750 мл на качалке при 29°С и перемешивании
220 об/мин. Процессы получения посевного матери�
ала и инкубирования ИмК проводили в 100 мл КГС,
процессы трансформации – в 50 мл КГС в колбах с от�
бойниками. Среду, предназначенную для трансфор�
мации, не стерилизовали, а лишь доводили до кипе�
ния, охлаждали до 20–30°С, после чего вносили сте�
роиды. Содержание стероидов для трансформации
свободными клетками составляло 0.5–10 г/л; АД,
трансформируемого с помощью ИмК, 4 г/л.

Иммобилизация клеток. Клетки бактерии R. eryth�
ropolis ВКПМ Ас�1740 [14] выращивали 7–10 сут на
агаровой КГС, агар�агар – 25 г/л. Клетки с агара пе�
ресевали в жидкую КГС и выращивали культуру в
течение 70–72 ч. Полученный посевной материал
переносили в свежую КГС и осуществляли культи�
вирование в течение 46–48 ч. Биомассу, выделенную
из 1.2 л культуральной жидкости центрифугирова�
нием при 3000 g (2.16 г в пересчете на вес сухих кле�
ток), иммобилизовали включением в гранулы крио�
геля поливинилового спирта (ПВС) в соответствии с
известной методикой [15, 16], для чего использовали
ПВС со степенью деацетилирования 99–100% и мо�
лекулярной массой 86000 Да (“Acros”, Бельгия). Гра�
нулы иммобилизованного биокатализатора диамет�
ром 2 мм формировали с помощью специальной
криогрануляционной установки [17] из 10%�ной (на
влажный вес биомассы) суспензии клеток в 10%�ном
водном растворе ПВС согласно методике, подробно
изложенной в работе [18]. Температура криогенной
обработки составляла –15°С, продолжительность
выдерживания в замороженном состоянии 15 ч; по�
лученные гранулы в количестве 220 мл оттаивали 6 ч
при +4°С, промывали стерильным физраствором и
инкубировали в среде КГС в течение 24 ч. 

Трансформация с помощью ИмК. Гранулы отделя�
ли от питательной среды с помощью мелкоячеистого
сита, ресуспендировали в свежей КГС, содержащей
4 г/л АД и 4% диметилформамида (ДМФА), и поме�
щали на качалку для проведения трансформации. 

Об окончании реакции судили с помощью ТСХ.
После завершения трансформации гранулы отделяли
от среды, промывали физраствором, суспендировали
повторно в свежей КГС с АД и аналогично осуществ�
ляли все последующие циклы трансформации. В слу�
чае невозможности осуществления следующего цик�

ла после окончания предыдущей трансформации
гранулы помещали в физраствор и хранили при
+4°С 48–72 ч.

Трансформация в колбах. Для трансформации
стероидов с нагрузкой 0.5–4.0 г/л использовали
культуру R. erythropolis ВКПМ Ас�1740 в возрасте
22–24 ч, которую вносили в количестве 20 об. % в
колбы с КГС и стероидом. Стероид вносили в охла�
жденную КГС в виде микрокристаллов (до 20 мкм) в
растворе ДМФА или в виде комплекса с метилиро�
ванным по случайным положениям циклодекстри�
ном (МЦД).

Трансформация в ферментере и выделение 9�ОН�
АД. Процесс гидроксилирования АД осуществляли
в ферментере общим объемом 15 л, рабочий объем
6 л, скорость вращения мешалки 800–900 об/мин,
концентрация растворенного кислорода (рО2) до
70% от насыщения, среда КГС с 20–25 г/л глюкозы
(дробное внесение), рН 7.4–7.6, АД (98%�ного со�
держания, 60 г), температура 27.5–28.2°С, избыточ�
ное давление (ΔР) 0.1–0.15 мПа. АД добавляли в
КГС в виде пасты стероида, переосажденного в воду
из раствора в ДМФА. 

Биомассу R. erythropolis объемом 2 л вносили
дробно с интервалом 10–12 ч. Для получения ука�
занного объема декантировали 4 л культуральной
жидкости, находившейся в течение 100–120 ч в хо�
лодильнике при +4°С. Вместе со второй порцией
биомассы вносили глюкозу в количестве 10 г/л. При
необходимости через 10 ч вносили еще одну порцию
глюкозы в количестве 5 г/л. По окончании процесса
трансформации АД (через 35 ч) культуральную жид�
кость, рН которой доводили до 3.0, три раза экстра�
гировали 18 л этилацетата равными объемами. Экс�
тракты объединяли и обрабатывали активирован�
ным углем (12 г). Экстракт отфильтровывали от угля
и упаривали на роторном испарителе. Остаток после
упаривания (62.5 г) в течение 30 мин обрабатывали
насыщенным раствором NaHCO3 при перемешива�
нии. Образовавшийся осадок отфильтровывали,
промывали водой до нейтрального рН, затем про�
мывали эфиром порциями по 70 мл 3 раза. Осадок
сушили при 65°С и получали 53.85 г 9�ОН�АД
98.6%�ного содержания, т. пл. 222–224°С (лит. дан�
ные 221–224°С [8]).

Анализ продуктов реакции. Конечное содержание
в реакционной смеси 9�ОН�АД, образуемого ИмК,
оценивали с помощью ВЭЖХ на хроматографе
(“Gilson”, США) при 254 нм. Колонка c Silasorb С�18
(4.0 × 250 мм), зернение 10 мкм. Скорость потока
0.8 мл/мин. Подвижная фаза МеОН–Н2О (70 : 30).

Выход 9α�гидроксипроизводных, образуемых
растущими клетками, определяли по количеству
выделенного кристаллического продукта. О ходе
процесса и его окончании судили с помощью ТСХ
на пластинках “Sorbfil” (“Imid Ltd”, Россия), систе�
ма хлороформ–ацетон 7 : 3. Строение полученных
гидроксистероидов устанавливали сравнением с за�
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ведомыми образцами. При отсутствии таковых –
определяли методом ПМР�спектроскопии. Спек�
тры cнимали на приборе “Varian”�400 (CША) в
CDCl3.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В табл. 1 представлены данные трансформации Δ4�
3�кетостероидов ряда андростана: АД (I), тестостерон
(ТС, II), циангидрин�АД (III), 14α�гидрокси�АД (IV),
19�нор�ТС (V), 17β�гидрокси�3�кето�4,6�андростади�
ен�17α�пропионовой кислоты γ�лактон (спиродиен,
VI), 17α�метил�ТС (VII)) и ряда прегнана: 17α�гидрок�
сипрогестерон (VIII), 16�дегидропрогестерон (IX),
кортексолон (“S”, X), 16α�метил�“S” (XI) . 

Количество стероидов, указанных в табл. 1, было
определено с учетом их растворимости в водной сре�
де и доступности для культуры родококка. Подбор
индивидуальных оптимальных условий гидрокси�
лирования I, VI, VII и Х (способ внесения стероида,
плотность биомассы, концентрация глюкозы, ин�
тенсивность аэрации) позволил сократить время

трансформации и увеличить содержание в среде
указанных стероидов с 1.75 г/л [8] до 4.0–10 г/л. 

Условия, определенные опытами в колбах, под�
тверждены результатами трансформации 10 г/л I в ви�
де аморфных частиц в ферментере, для увеличения
доступности которых к клеткам бактерии в среду до�
бавляли ДМФА. При внесении посевного материала
(7.2 г/л на 6 л жидкости по весу сухой биомассы)
трансформация 60 г АД полностью заканчивалась че�
рез 32–36 ч с выходом кристаллического 9�ОН�АД
85% и чистотой 98.6% согласно ВЭЖХ�анализу. 

Результаты трансформации соединений I и XI от�
ражают зависимость эффективности процесса от
структуры трансформируемого стероида. В случае I
увеличение его количества в трансформационной
среде незначительно влияло на выход целевого кри�
сталлического продукта, тогда как при увеличении ко�
личества XI всего лишь в 2 раза выход 9�гидроксипро�
изводного уменьшался на 30% (табл. 1). 

Природа заместителей при положении С17 в коль�
це D всех исследуемых стероидов (рис. 1) не оказывала
влияния на направленность гидроксилирования

Таблица 1. Гидроксилирование стероидов ряда андростана и прегнана культурой R. erythropolis Ас�1740

Трансформируемый 
стероид

Нагруз�
ка, г/л Способ внесения

Время 
трансфор�
мации, ч

9α�гидрокси�производное

Выход % Т пл., 
°С

Андростендион (АД, I),
4.0

в ДМФА
22–24 95

222–224
10.0 32–36 85

Тестостерон (II) 1.0 микрокристаллы 18–20 85* 221–223

Циангидрин�I (III) 0.5 микрокристаллы 18–20 46* 220–223

14α�гидрокси�АД (IV) 1.0 в ДМФА 18–20 85 238–242

19�нортестостерон (V) 1.0 комплекс с МЦД 19–20 65** 218–223

Спиродиен (VI) 4.0 комплекс с МЦД 15–16 60 240 с разложением

17α�метил�тестостерон (VII) 4.0
комплекс с МЦД 20–22 70

192–194
в ДМФА 24–26 70

17α�гидрокси�прогестерон (VIII) 1.0 комплекс с МЦД 19–20 57 250–253

16�дегидро�прогестерон (IX) 1.0 комплекс с МЦД 17–19 50 ***

Кортексолон (X) 2.0 в ДМФА 20–22 80 >250

16α�метил кортексолон (XI)
2.0

в ДМФА
24–26 85

255�257
4.0 46–48 55

* Продукт 9α�гидрокси�АД.
** Продукт 9α�гидрокси�19�нор�АД. 

*** 9α�гидрокси�16�дегидропрогестерон получен в смеси с продуктом восстановления 20�кетoгруппы.
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культурой R. erythropolis Ас�1740. Моно�9α�гидрокси�
лирование протекало с образованием соответствую�
щих гидроксипроизводных без накопления побочных
соединений. Однако трансформация ТС и 19�нор�ТС
сопровождалась дополнительным окислением
17�гидроксигруппы и образованием соответственно
9�ОН�АД и 9α�гидрокси�19�нор�АД. Циангидринная
группировка в III легко элиминировалась в условиях
проведения ферментации, и конечным продуктом
трансформации был также 9�ОН�АД (рис. 1). Транс�
формация III явилась единственным примером 9α�
гидроксилирования с низким выходом продукта реак�
ции – не более 50% и высоким содержанием некон�
вертируемого АД. По�видимому, накапливающиеся
в результате снятия циангидринной защиты циани�
ды ингибировали действие 9α�гидроксилазы. У пре�
гнанов восстановление кетогруппы наблюдалось
лишь при трансформации IX, однако в этом случае,
в отличие от III, имела место полная конверсии суб�
страта в 9α�гидроксипроизводное.

Анализ литературных данных по гидроксили�
рованию стероидов показал, что, в отличие от бак�
териального процесса, при гидроксилировании
грибами наблюдается наличие определенной зави�
симости направления вводимой гидроксигруппы
от структуры стероидной молекулы. Например,
при замене 17�кетогруппы на гидроксильную, т.е.
замене I на II, вместо образования 14α�гидрокси�
АД мицелием Curvularia lunata накапливался 11β�
гидрокси�ТС [3, 19].

Высокая степень конверсии прегнанов в 9α�гид�
роксипроизводные культурами R. erythropolis Ас�1740 и
родительского штамма [10], вероятно, связана с неспо�
собностью клеток расщеплять боковую цепь при С17.
Вследствие этого родококк не трансформировал холе�
стенон и фитостерины в 9α�гидроксисоединения, ко�
торые были получены в результате полного или частич�
ного расщепления боковой цепи стеринов некоторыми
мутантными штаммами актинобактерий родов Myco�
bacterium, Nocardia, Rhodococcus [5, 6, 11, 12, 20]. Услови�
ем образования 9α�гидроксисоединений указанными
бактериями являлось наличие кислородного замести�
теля в модифицированной боковой цепи. Так, генети�
чески измененная микобактерия [20] конвертировала
ситостерин сначала в Δ4�3�кето�стигмастен�26�овую
кислоту XII, которая затем служила предшественником
9α�гидроксипроизводного XIII (рис. 1).

Еще в 1973 г, интерпретируя результаты транс�
формации стероидов грибами, проф. Джонс предло�
жил триангулярную модель гидроксилирования
[21]. Согласно этой модели, подробно рассматривае�
мой в обзорах [3, 22–24], ориентированное гидрокси�
лирование стероидной молекулы происходит при уча�
стии двух кислородсодержащих заместителей, кото�

рые выполняют функцию фиксации фермента с
субстратом. При наличии только одного центра свя�
зывания, закрепленная на ферменте молекула как бы
“раскачивается” вокруг центра связывания, подвергая
каталитическому действию гидроксилазы непредска�
зуемые положения полициклической стероидной си�
стемы [21]. 

Анализ результатов, полученных с R. erythropolis
Ас�1740, и литературных данных [5–12] дает основа�
ние считать, что для направленного гидроксилиро�
вания стероидов бактериями, так же, как и грибами,
необходимо наличие в молекуле более одного кис�
лородного заместителя. Также следует заметить, что
данные, представленные в табл. 1, и результаты гид�
роксилирования стероидов с помощью N. canincruria
и Rhodococcus sp. [8, 10, 25] свидетельствуют о
способности актинобактерий вводить 9α�гид�
роксигруппу в стероидную молекулу независимо от
ее строения (рис. 1). 

При осуществлении трансформации с помощью
R. erythropolis Ас�1740 отсутствует необходимость со�
блюдения строгой стерильности процессов, что су�
щественно для получения 9�гидроксисоединений в
промышленном масштабе. Кроме того, декантиро�
ванная биомасса может не менее 1 мес храниться
при 4°С без потери гидроксилазной активности. Все
это позволило получить для 9α�гидроксилирования
биокатализатор длительного действия в виде ИмК. В
качестве носителя был выбран криогель ПВС, хоро�
шо зарекомендовавший себя во многих микробио�
логических процессах [16] и, в частности, как гелевая
матрица для иммобилизованных клеток, осуществ�
ляющих 1,2�дегидрирование стероидов [26, 27]. 
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Рис. 2. Конверсия АД в количестве 4 г/л в 9�ОН�АД в
зависимости от длительности применения ИмК
R. erythropolis Ac�1740. 
I – 9�ОН�АД, II – АД.

Рис. 1. Строение стероидных субстратов и продуктов трансформации, полученных с помощью: 1 – R. erythropolis Ас�
1740, 2 – N. canicruria ATCC 31548 [8], 3 – Rhodococcus sp. [10] 4 – Mycobacterium sp. [21], 5 – R. equi АТСС 21329 [25], 6 –
Mycobacterium sp. [6, 12]. Обозначения I–XIII см. в тексте.
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В результате включения бактерии R. erythropolis
Ас�1740 в криогель ПВС нами был получен гранули�
рованный биокатализатор, далее использованный в
нескольких последовательных циклах трансформа�
ции АД. 

Было проведено 9 циклов трансформации I, про�
должительность каждого из которых составила 20–
25 ч (табл. 2). Таким образом, период использования
ИмК составил 403 ч, из них общее время трансфор�
мации 206 ч и время нахождения ИмК в нерабочем
состоянии 197 ч. В шести циклах (2–7) трансформа�
ция закончилась без остаточного АД. В 9�ом цикле
активность ИмК уменьшилась примерно на 30%
(рис. 2). 

Точная причина такого явления нами пока не
установлена, хотя снижение активности различных
ИмК с увеличением числа рабочих циклов в перио�
дических биотрансформационных процессах впол�
не обычный эффект, как правило, связанный с по�
степенным исчерпанием резерва кофакторов, если
между циклами не проводится инкубация иммобили�
зованного биокатализатора в культуральной среде
[28]. Для микробных клеток (Citrobacter intermedius, Al�
caligenes faecalis, Escherichia coli), включенных в макро�
пористый криогель ПВС, аналогичный эффект в од�
ноферментных биотрансформациях тоже известен
[29–32]. В дальнейшем предполагается изучить опти�
мальные условия хранения ИмК и поддержания их
максимальной 9α�гидроксилазной активности. 

Полученные результаты позволяют рассматри�
вать ИмК R. erythropolis Ac�1740 как эффективный
биокатализатор многократного действия, снижаю�

щий “потребление” биомассы, существенно облег�
чающий выделение продукта реакции и хранения
культуры, что особенно важно для целей масштаби�
рования. Следует также отметить, что в отличие от
ранее известного иммобилизованного биокатализа�
тора 1,2�дегидрирования стероидов [25, 26], где в ка�
честве носителя клеток также использовался крио�
гель ПВС, описанная в данной работе новая биока�
талитическая система обладала значительно более
широкими возможностями в отношении субстрат�
ной специфичности, что позволяет получать боль�
шой спектр стероидных производных, необходимых
для cоздания новых медицинских препаратов, как
было продемонстрировано на примере трансформа�
ции соединений I–XI (рис. 1). 
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Abstarct—9α�Hydroxy derivatives were prepared from 11 steroids of androstane and pregnane series using
Rhodococcus erythropolis VKPM Ac�1740 culture with 0.5–20 g/l substrate concentration in the reaction
mixture. 9α�Monohydroxylation proceeded regardless of the substituent structure at C17. However, the
structure of the steroid molecule influenced the time of complete conversion of the substrate and the yield of
the transformation product. 9α�Hydroxy�androstenedione was obtained in 35 h in a yield of 85% when the maxi�
mum concentration of androstenedione (AD) was 10 g/l. 9α�Hydroxy�AD was also formed by the actinobacte�
rium cells entrapped in poly(vinyl alcohol) cryogel beads. Nine successive transformation cycles were carried out
using immobilized cells at 4.0 g/l concentration of AD in the medium. The yield of 9α�hydroxy�AD formed dur�
ing six cycles (from two to eight with the duration of each cycle for 22–24 h) was 98%.
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