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DESCRIPCION

Procedimiento para la preparacion de derivados de esteroides mediante la reduccién de compuestos oxoesteroides
o mediante la oxidacién de compuestos hidroxiesteroides usando una hidroxiesteroide deshidrogenasa

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la reduccion enzimatica enantioselectiva de compuestos
oxoesteroides, reduciéndose el compuesto oxoesteroide con una hidroxiesteroide deshidrogenasa en presencia de
un cofactor NADH o NADPH.

La presente invencion se refiere también a un procedimiento para la oxidaciéon enzimatica de compuestos
hidroxiesteroides, oxidandose el compuesto hidroxiesteroide con una hidroxiesteroide deshidrogenasa en presencia
de un cofactor NAD o NADP.

Los esteroides son compuestos que poseen el sistema anular de la colesterina y que se diferencian en el nimero de
enlaces dobles, el tipo, nUmero y posicion de grupos funcionales, nimero de grupos metilo, las cadenas de alquilo
laterales y la configuracion de los enlaces.

Los compuestos esteroides estan presentes tanto en organismos animales como también en hongos y en plantas y
presentan una variada actividad bioldgica, por ejemplo como hormonas sexuales masculinas y femeninas, como
hormonas de las glandulas suprarrenales, como vitaminas, como acidos biliares, como esteroide sapogeninas, como
sustancias cardioactivas y como venenos de sapos.

Por compuestos oxoesteroides se entiende en adelante esteroides del tipo definido al principio, es decir, los que
presentan al menos una funcién cetona, pudiendo ésta estar presente en el sistema anular o también en una cadena
lateral situada en el esqueleto del esteroide.

Por compuestos hidroxiesteroides se entiende en adelante esteroides del tipo definido al principio, es decir, los que
presentan al menos una funcién hidroxilo, pudiendo ésta estar presente en el sistema anular o también en una
cadena lateral situada en el esqueleto del esteroide.

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la reduccién enzimatica enantioselectiva de compuestos
oxoesteroides de la férmula general |

®

en la que

R+ representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,
Rz representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,
R3 representa hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo oxo o un grupo metilo,
R4 representa hidrégeno o un grupo hidroxilo,

Rs representa hidrégeno, un resto -COR 1o, en el que R1g es un grupo alquilo C1-C4 no sustituido o sustituido con un
grupo hidroxilo, o un grupo carboxialquilo C1-C4 sustituido o no sustituido,

o0 Rs y Rs representan conjuntamente un grupo oxo,

Re representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,

Ry representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,

Rs representa hidrégeno, un grupo metilo o un haluro, y

Ry representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo, un grupo oxo o un haluro,

siendo al menos uno de R, Rz, R4 + Rs, Rs, Rs 0 Ry un grupo oxo o Rs un resto -COR1g y el elemento estructural
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representa un anillo de benceno o un anillo C6 con 0, 1 o 2 enlaces dobles C-C,

o la féormula Il (acido cetolitocdlico)

H 304,0 (II)

oM™ o)

La presente invencién se refiere también a un procedimiento para la oxidacion enzimatica de compuestos
hidroxiesteroides de la formula general | o de los que son derivados de los acidos biliares tales como acido colico,
acido quenodeoxicolico, acido 12-oxocodlico, acido 3-hidroxi-12-oxocdlico, acido cetolitocolico o acido litocolico,
oxidandose el compuesto hidroxiesteroide con una hidroxiesteroide deshidrogenasa en presencia de un cofactor
NAD o NADP.

Debido a las variadas actividades fisiologicas de los esteroides es evidente que los compuestos y derivados
esteroides se usan también en medicina en un gran ndmero como sustancias terapéuticamente activas y
medicamentos.

De este modo, por ejemplo, se usan ampliamente a escala mundial derivados de gestageno y de estrégeno como
anticonceptivos; los andrégenos (testosterona) se usan como anabdlicos y antiandrégenos, por ejemplo en la terapia
de carcinoma de proéstata. Los glucocorticoides (cortisona, cortisol, prednisolona y prednisona) y sus derivados,
debido a su actividad antiflogistica, antialérgica e inmunosupresora, se usan ampliamente en el tratamiento
terapéutico de enfermedades de la piel, enfermedades reumaticas, reacciones alérgicas, enfermedades renales,
enfermedades gastrointestinales y muchos otros trastornos.

El mercado mundial de compuestos esteroides biolégicamente activos es inmenso. En la produccion de distintos
derivados esteroides con diferentes actividades, las biotransformaciones tienen un papel grande. A este respecto
son de importancia las reacciones particulares que estan catalizadas por hidroxilasas y por deshidrogenasas. Tienen
un papel particular, a este respecto, la deshidrogenacion 1-delta, la reduccion 11-beta, la reduccion 20-beta, la
reduccion 17-beta, las reducciones estereoselectivas en la posicion 3 'y 7, pero también las oxidaciones de grupos
hidroxilo, en particular en las posiciones 3, 7, 12y 17.

Industrialmente se han realizado hasta la fecha biorreducciones de esteroides exclusivamente con células completas
intactas y en concentraciones de sustrato muy inferiores a 10 g/I. Esto es debido, por una parte, a que las enzimas
responsables de las biotransformaciones, hasta la fecha, ni se han caracterizado ni son expresables y, por otra
parte, también a que no se ha propuesto ninguna solucién tecnoldgica satisfactoria que solucione, por una parte, el
problema de la reducida solubilidad de los esteroides en medio acuoso y, por otra parte, el problema de la
regeneracion de los cofactores NADH y NADPH en una medida suficiente.

Hasta la fecha se han realizado oxidaciones de esteroides a escala industrial quimicamente.

De 1975 a 1988 se han descrito enayos de reduccion enantioselectiva de esteroides con enzimas aisladas,
esencialmente por G. Carrea (Eur. J. Biochemistry 44, 1974 p. 401-405; Biotechnology and Bioengineering, Vol 17,
1975, p. 1101-1108; Enzyme Microb. Technol. Vol 6, julio, 1984, p. 307-311; Biotechnology and Bioengineering, Vol
26, 1984, p. 560-563; J. Org. Chem. 51, 1986, p. 2902-2906; J. Org. Chem. 58, 1993, p. 499-501; J. Org. Chem., 53,
1988, p. 88-92; Enzyme Microb. Technol., Vol 10, junio, p. 333-339; Archives of Biochemistry and Biophysics, 159,
1973, p. 7-10).

A este respecto se usaron distintas hidroxiesteroide deshidrogenasas (HSHD), lograndose la regeneracion del
cofactor NADH esencialmente mediante el acoplamiento con las enzimas lactato deshidrogenasa, formiato
deshidrogenasa o también alcohol deshidrogenasa de levadura. La regeneracion de NADP se realizé6 usando
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glucosa deshidrogenasa. Para superar los problemas de solubilidad se llevaron a cabo ensayos en un sistema
bifasico con acetato de etilo y acetato de butilo como fase organica. También con enzimas aisladas en el sistema
bifasico se trabajd, a este respecto, en intervalos de concentraciones que eran muy inferiores a 10 g/l, siendo los
"ndimeros de recambio totales" (NRT = moles de compuesto oxoesteroide reducido / moles de cofactor usado)
también muy inferiores a 1000, por lo que estos procesos no representan ninguna ventaja econdémica en
comparacién con procedimientos de célula completa.

Ademas existen trabajos en los que se lleva a cabo la conversion de grupos hidroxilo de 7 alfa a 7 beta mediante
acoplamiento de oxidacion y reduccion. Esto se logré mediante acoplamiento de 7a HSDH y 73 HSDH (Pedrini y
col., Steroids 71 (2006) p 189-198). También en estos procedimientos se trabajo en intervalos de concentraciones
muy inferiores a 10 g/l y los "nimeros de recambio totales" (NRT = moles de compuesto oxoesteroide reducido /
moles de cofactor usado) logrados fueron inferiores a 100, por lo que estos procesos tampoco son economicamente
relevantes.

La invencién tiene por objeto evitar estas desventajas y dificultades y tiene el objetivo de proporcionar un
procedimiento que posibilite la reduccidon enantioselectiva o la oxidacién de compuestos oxoesteroides o
compuestos hidroxiesteroides con conversiones mas elevadas, en intervalos de concentraciones mas altos y con
NRT de cofactores mas altos y, con ello, de modo mas econdémico.

Este objetivo se logra mediante un procedimiento del tipo mencionado al principio en el que
a) el compuesto oxoesteroide esta presente en la preparacion de reaccion en una concentracion = 50 g/l,

b) el cofactor NAD o NADP oxidado formado mediante la hidroxiesteroide deshidrogenasa se regenera
continuamente mediante la oxidacion de un alcohol secundario de la férmula general RxRyCHOH, en la que Rx, Ry
independientemente uno de otro representan alquilo C1-C8 ramificado o no ramificado y Ciotar = 3, 0 mediante la
oxidacion de un cicloalcanol C4-C6, y

c) para la oxidacion del alcohol secundario de la formula general R<RyCHOH o del cicloalcanol se usa una
oxidorreductasa/alcohol deshidrogenasa adicional,

usandose como compuesto oxoesteroide un compuesto de la férmula general |

®

en la que

R+ representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,
Rz representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,
R3 representa hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo oxo o un grupo metilo,
R4 representa hidrégeno o un grupo hidroxilo,

Rs representa hidrogeno, un resto -CORq, en el que R+ es un grupo alquilo C1-C4 sustituido con un grupo hidroxilo
o no sustituido, o un grupo carboxialquilo C1-C4 sustituido o no sustituido,

o0 Rs y Rs representan conjuntamente un grupo oxo,

Re representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,

Ry representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,

Rs representa hidrégeno, un grupo metilo o un haluro, y

Ry representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo, un grupo oxo o un haluro,

siendo al menos uno de R, Rz, R4+Rs, Rs, Rs 0 Rg un grupo oxo o Rs es -COR1g y el elemento estructural
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representa un anillo de benceno o un anillo C6 con 0, 1 o 2 enlaces dobles C-C,

o de la formula Il (acido cetolitocdlico)

)

H3C,

“,
3

Ho™ o)

El objetivo mencionado anteriormente se logra también mediante un procedimiento del tipo mencionado al principio,
en el que
a) el compuesto hidroxiesteroide esta presente en la preparacion de reaccién en una concentracion = 50 g/,

b) el cofactor NADH o NADPH reducido formado usando la hidroxiesteroide deshidrogenasa se regenera
continuamente mediante la reduccién de un compuesto cetona de la férmula general RxRyCO, en la que Rx, Ry
independientemente uno de otro representan alquilo C1-C8 ramificado o no ramificado y Ciota = 3, 0 mediante la
reduccion de una cicloalcanona C4-C6, y

c) para la oxidacion del compuesto cetona de la formula general Rx<RyCO o de la cicloalcanona se usa una
oxidorreductasa/alcohol deshidrogenasa adicional, usandose como compuesto hidroxiesteroide los derivados de
acido biliar  acido colico, acido quenodeoxicoélico, acido 12-oxocdlico, acido 3-hidroxi-12-oxocdlico, acido
cetolitocolico o acido litocolico o un compuesto de la férmula general | en la que

R+ representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,
Rz representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo oxo o un grupo hidroxilo,
R3 representa hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo oxo o un grupo metilo,
R4 representa hidrégeno o un grupo hidroxilo,

Rs representa hidrogeno, un resto -CORq, en el que R+ es un grupo alquilo C1-C4 sustituido con un grupo hidroxilo
o no sustituido, o un grupo carboxialquilo C1-C4 sustituido o no sustituido,

o0 Rs y Rs representan conjuntamente un grupo oxo,

Re representa hidrogeno, un grupo metilo, un grupo oxo o un grupo hidroxilo,

Ry representa hidrogeno, un grupo metilo, un grupo oxo o un grupo hidroxilo,

Rs representa hidrogeno, un grupo metilo o un haluro, y

Ry representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo, un grupo oxo o un haluro,

siendo al menos uno de Ri, Ry, R4, Re, R7, Rg 0 Rg un grupo hidroxilo y el elemento estructural

representa un anillo de benceno o un anillo C6 con 0, 1 o 2 enlaces dobles C-C.

La presente invencidn representa una mejora esencial de la reaccion de reduccién y oxidacién enzimatica
enantioselectiva en el esqueleto esteroide frente al estado de la técnica. La presente invencién posibilita la reduccion
u oxidacion de compuestos oxoesteroides para dar los hidroxi- u oxoesteroides correspondientes con enzimas libres
en intervalos de concentraciones que exceden ampliamente los descritos en el estado de la técnica.

5
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En el procedimiento segun la invencién se usa como cofactor NADH o NADPH. Por la abreviatura “NADP” se
entiende nicotinamida adenina dinucleétido fosfato, por “NADPH” se entiende nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato reducida. La abreviatura “NAD” significa nicotinamida adenina dinucleoétido, la abreviatura "NADH" significa
nicotinamida adenina dinucleétido reducida.

Preferentemente, como alcohol secundario de la formula general R<RyCHOH se usa 2-propanol, 2-butanol, 2-
pentanol, 4-metil-2-pentanol, 2-hexanol, 2-heptanol, 5-metil-2-hexanol o 2-octanol y como cicloalcohol se usa
ciclohexanol.

Preferentemente, como cetona de la férmula general RxRyCO se usa acetona, 2-butanona, 2-pentanona, 4-metil-2-
pentanona, 2-hexanona, 2-heptanona, 5-metil-2-hexanona o 2-octanona y como cicloalcanona se usa
ciclohexanona.

La cetona de la férmula general RxRyCO o la cicloalcanona C4-C6 y el alcohol secundario de la férmula general
RxRyCHOH o el cicloalcanol C4-C6 se indican en delante de forma resumida con el término general cosustrato.

Preferentemente, el procedimiento segun la invencion se lleva a cabo en un sistema bifasico organico acuoso. A
este respecto, el cosustrato usado para la regeneracién de coenzimas no se puede mezclar con agua
adecuadamente y forma por lo tanto la fase organica del sistema bifasico organico acuoso.

Segun otra forma de realizacion, en el procedimiento se usa adicionalmente un disolvente organico que no participa
en la regeneracion del cofactor, tal como, por ejemplo, dietiléter, terc-butilmetiléter, diisopropiléter, dibutiléter, acetato
de etilo, acetato de butilo, heptano, hexano o ciclohexano.

Preferentemente, el NRT del procedimiento segun la invencion es = 10%.

Ademas, se reduce o se oxida respectivamente preferentemente al menos el 50 % de los compuestos oxoesteroides
o hidroxiesteroides respectivamente dentro de un periodo de 2 a 96 h dando los compuestos hidroxiesteroides o los
compuestos oxoesteroides respectivamente.

Se caracterizan formas de realizacion preferentes del procedimiento segun la invencién porque como compuesto
oxoesteroide se usan, por ejemplo, acido cetolitocdlico (formula Il), dexametasona (férmula Ill), 4-androsten-3,17-
diona (férmula 1V), 1,4-androstadien-3,17-diona (férmula V), estrona (férmula VI), pregnenolona (formula VII) y
cortisona (féormula VIII).

Ademas, se caracterizan formas de realizacion preferentes del procedimiento segun la invencién porque como
compuestos hidroxiesteroides se usan por ejemplo distintos derivados de acidos biliares tales como acido cdlico,
acido quenodeoxicolico, acido 12-oxocolico, acido 3-hidroxi-12-oxocdlico, acido cetolitocolico, acido litocolico o
también hidrocortisona.

Por hidroxiesteroide deshidrogenasas se entiende en general las enzimas que son capaces de catalizar la reduccion
de grupos cetona dando grupos hidroxilo o la oxidaciéon de grupos hidroxilo dando los grupos cetona
correspondientes en el esqueleto del esteroide. La oxidacién o la reduccién puede realizarse a este respecto en el
sistema anular del esteroide mismo (por ejemplo 7-a hidroxiesteroide deshidrogenasas) o también en restos
carbohidrato del esqueleto principal del esteroide (por ejemplo 20-8 hidroxiesteroide deshidrogenasas).

Hidroxiesteroide deshidrogenasas adecuadas para la reduccion de compuestos oxoesteroides son, por ejemplo, 3-a
hidroxiesteroide deshidrogenada (HSDH), 3 HSDH, 12a HSDH, 203 HSDH, 7a HSDH, 73 HSDH, 178 HSDH y 113
HSDH.

Una 3-a hidroxiesteroide deshidrogenasa adecuada se puede obtener, por ejemplo, de Pseudomonas testosteroni
(J. Biol. Chem. 276 (13), 9961-9970 (2001)) y puede usarse para la oxidacion de 3-a-hidroxiesteroides o para la
reduccion de 3-cetoesteroides, tales como, por ejemplo, acido 3-cetobiliar, progesterona, 4-androsten-3-17-diona, 5-
a-androstan-3,17-diona, etc.

Se pueden obtener enzimas adecuadas con actividad de 3-B hidroxiesteroide deshidrogenasa, por ejemplo, de
Clostridium innocuum (Applied and Environmental Microbiology, June 1989, p. 1656-1659) o de Pseudomonas
testosteroni y pueden usarse para la oxidacion de 3-B-hidroxiesteroides o para la reduccion de 3-cetoesteroides,
tales como, por ejemplo, acido 3-cetobiliar, progesterona, 4-androsten-3-17-diona, 5-a-androstan-3,17-diona, etc.

Se puede obtener una 12a HSDH, por ejemplo, de clostridios (Eur. J. Biochem. 196 (1991) 439-450) y puede usarse
para la oxidacion de 12a-hidroxiesteroides (por ejemplo, acido coélico) o para la reduccion de 12-cetoesteroides,
como por ejemplo de acido 12-ceto-biliar (acido 12-cetoquenodeoxicélico, acido dehidrocoélico). También se
describen enzimas con actividad de 12-8 hidroxiesteroide deshidrogenasa de clostridios (Biochim. Biophys. Acta
1988 Oct. 14; 962(3): 362-370).

Se pueden obtener enzimas con actividad de 20-f hidroxiesteroide deshidrogenasa, por ejemplo, de organismos del
grupo de los estreptomices (The Journal of Biological Chemistry, 1977, Vol 252 N° 1, enero 10, 205-211) y pueden
usarse para la reduccion de cortisona y derivados de cortisona (cortisona, cortisol, cortexolona, progesterona) para
dar los 20-B hidroxiesteroides correspondientes (por ejemplo, 20-3 hidroxiprogesterona).
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Se pueden obtener enzimas correspondientes con actividad de 20-a hidroxiesteroide deshidrogenasa, por ejemplo,
de clostridios, en particular de Clostridium scindens (Journal of Bacteriology, junio 1989, p. 2925-2932) y de
Tetrahymena pyrformis (Biochem.d. (1994) 297, 195-200).

Se pueden obtener 7-a hidroxiesteroide deshidrogenasas, entre otros, de organismos de la flora intestinal, como por
ejemplo de clostridios (Clostridium absonum, Clostridium sordellii)(Journal of Bacteriology, agosto 1994, p. 4865-
4874), de Escherichia coli (Journal of Bacteriology, abril, 1991, p. 2173-2179), de Bacteroides fragilis (Current
Microbiology, Vol 47 (2003) 475-484), Brucella, Eubacterium y pueden usarse para la oxidacién de 7-a
hidroxiesteroides (acido quenolitocdlico) o para la reduccion de 7-cetoesteroides, tales como, por ejemplo, acidos 7-
cetobiliares (acido cetolitocdlico).

También se han descrito enzimas correspondientes con actividad de 7-f hidroxiesteroide deshidrogenasa de
clostridios, de microorganismos de la familia de los ruminococos (J. Biochemistry 102, 1987, p. 613-619) o de los
peptoestreptococos (Biochimica and Biophysica Acta 1004, 1989, p. 230-238), de Eubacterium aerofaciens (Applied
and Environmental Microbiology, mayo 1982, p. 1057-1063) y de Xanthomonas maltophila (Pedrini y col, Steroids
71(2006) p 189-198). Por medio de una 7-f HSDH puede prepararse, por ejemplo, acido ursodesoxicélico a partir de
acido cetolitocalico.

Las 17-B hidroxiesteroide deshidrogenasas son conocidas de hongos tales como Cylindrocarpon radicola (J.
Biochemistry 103, 1988, 1039-1044) y Cochliobolus lunatus (J. Steroid Biochem. Molec. Biol. Vol 59, 1996, N° 2, p.
205-214), de bacterias de la familia de los estreptomices (Hoppe-Seyler's Z. Physiol. Chem, vol. 356, 1975, 1843-
1852), pseudomonas (The Journal of Biological Chemistry, Vol. 252 N° 11, junio 10, 1977, p. 3775-3783) y
alcaligenes (The Journal of Biological Chemistry, Vol. 260, N°. 25, noviembre 5, 1985, p. 13648-13655).

Las 17-B hidroxiesteroide deshidrogenasas pueden usarse, por ejemplo, para la oxidacion de 17-3-hidroxiesteroides
o para la reduccion de 17-cetosteroides, como por ejemplo de 4-androsten-3,17-diona, androsterona, estrona.

Se ha descrito una enzima correspondiente con actividad de 17-a hidroxiesteroide deshidrogenasa de Eubacterium
sp. (Journal of Lipid Research, Vol. 35, 1994, p. 922-929).

Se conocen 11-f hidroxiesteroide deshidrogenasas de mamiferos superiores y pueden usarse, por ejemplo, para
oxidar cortisol dando cortisona.

No obstante, también puede usarse otra oxidorreductasa como hidroxiesteroide deshidrogenasa que catalice
oxidaciones o reducciones en el esqueleto del esteroide.

Alcohol deshidrogenasas secundarias adecuadas para la regeneracion del NADH o NAD, por ejemplo usando las
17-B hidroxiesteroide deshidrogenasas de Pseudomonas testosteroni, las 3-f hidroxiesteroide deshidrogenasas de
Clostridium innocuum o las 7-a hidroxiesteroide deshidrogenasas de Bacteroides fragilis, son las que se han descrito
anteriormente y se aislan de levaduras de los géneros Candida y Pichia, tales como, por ejemplo: carbonil reductasa
de Candida parapsilosis (CPCR) (documentos US 5.523.223 y US 5.763.236; Enzyme Microb. Technol. 1993
noviembre; 15(11):950-8), Pichia capsulata (documento DE 10327454.4), Pichia farinosa (documento A 1261/2005,
K!. C12N), Pichia finlandica (documento EP 1179595 A1), Candida nemodendra (documento A 1261/2005, KI;
C12N), Pichia trehalophila (documento A 1261/2005, KI. C12N), Rhodotorula mucilaginosa (documento A
1261/2005, KI. CI2N), Lodderomyces elongisporus (documento A 1261/2005, KI. C12N) y Pichia stipidis (documento
A 261/2005, KI. C12N)

Ademas, también puede realizarse la regeneracion del NADH con alcohol deshidrogenasas / oxidorreductasas
secundarias, tal como se ha descrito, y se aislan de bacterias de la clase de las actinobacterias, por ejemplo de
Rhodococcus eiythropolis (documento US 5.523.223), Norcardia fusca (Biosci. Biotechnol. Biochem., 63 (10) (1999),
paginas 1721-1729; Appl. Microbiol. Biotechnol. 2003 septiembre; 62(4):380-6, Epub 2003 abril 26), Rhodococcus
ruber (J. Org. Chem. 2003 enero 24; 8(2):402-6. ) o Microbacterium spec. (documento A 1261/2005, KI. C12N).

Alcohol deshidrogenasas / oxidorreductasas secundarias adecuadas para la regeneracion del NADPH o del NADP,
por ejemplo en el uso de 12-a hidroxiesteroide deshidrogenasas de Clostridium paraputrificum, de 17-a
hidroxiesteroide deshidrogenasas de Eubacterium sp. o de 7-a hidroxiesteroide deshidrogenasas de Clostridium
sordelli, son tan como se ha descrito, y se aislan de organismos del orden de los lactobacilares (Lactobacillus kefir
(documento US 5.200.335), Lactobacillus brevis (documento DE 19610984 A1; Acta Crystallogr. D. Biol. Crystallogr.
2000 diciembre; 56 Pt 12:1696-8), Lactobacillus minor (documento DE 10119274), Leuconostoc carnosum
(documento A 1261/2005, K1. C12N) o los de, tal como se describe, Thermoanerobium brockii, Thermoanerobium
ethanolicus o Clostridium bejerinckii.

Tanto las enzimas, hidroxiesteroide deshidrogenasas como las oxidorreductasa / alcohol deshidrogenasas usadas
se sobreexpresan de forma recombinante preferentemente en Escherichia coli. En el procedimiento segun la
invencion pueden usarse tanto las enzimas, hidroxiesteroide deshidrogenasas como las oxidorreductasa / alcohol
deshidrogenasas bien totalmente purificadas, bien parcialmente purificadas o bien contenidas en células. A este
respecto, las células usadas pueden estar presentes en forma nativa, permeabilizadas o lisadas.

Por cada kg de compuesto oxoesteroide o compuesto hidroxiesteroide que se desea transformar se usan de 50.000
a 10 millones de unidades de hidroxiesteroide deshidrogenasas y de 50.000 a 10 millones de unidades de alcohol
deshidrogenasas (abierto por arriba).
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La unidad de enzima 1 U corresponde, a este respecto, a la cantidad de enzima de hidroxiesteroide deshidrogenada
necesaria para transformar 1 pmol de compuesto oxoesteroide por minuto (min) o a la cantidad de enzima de alcohol
deshidrogenasa necesaria para oxidar 1 ymol de 2-alcohol por minuto (min).

De forma analoga, por cada kg de compuesto oxoesteroide o de compuesto hidroxiesteroide se usan
aproximadamente de 10 g a 500 g de biomasa humeda de E. coli que contienen la hidroxiesteroide deshidrogenada
y de 10 g a 500 g de biomasa humeda de E. coli que contienen la alcohol deshidrogenasa / oxidorreductasa (abierto
por arriba).

La regeneracion de NAD(P)H se realiza en los ejemplos descritos de forma acoplada a enzima.

La reaccién del compuesto oxoesteroide o del compuesto hidroxiesteroide se realiza en el procedimiento segun la
invencion preferentemente en el sistema bifasico que contiene un compuesto 2-alcohol o un compuesto cetona para
la regeneracion del cofactor, una hidroxiesteroide deshidrogenasa, una alcohol deshidrogenasa, agua, cofactor y el
compuesto oxoesteroide o compuesto hidroxiesteroide. Ademas, pueden estar presentes también disolventes
organicos adicionales que no participan en la regeneracion del cofactor, es decir, que no contienen ningun grupo
hidroxilo oxidable o ningun grupo cetona reducible por la alcohol deshidrogenasa usada.

La proporcién de componentes organicos no miscibles con agua del sistema bifasico puede ser a este respecto de
entre el 10 % y el 90 %, preferentemente del 20 % al 80 %, con relacién al volumen total de la preparacion de
reaccion. La proporcion acuosa puede ser del 90 % al 10 %, preferentemente del 80 % al 20 %, con relacion al
volumen total de la preparacion de reaccion.

Se puede afiadir un tampon al agua, por ejemplo, un tampén de fosfato de potasio, de Tris/HCI, de glicina o de
trietanolamina con un valor del pH de 5 a 10, preferentemente de 6 a 9. El tampoén puede contener adicionalmente
ademas iones para estabilizar o activar las enzimas, por ejemplo iones de magnesio o iones de cinc.

Ademas, el el procedimiento segun la invencion pueden usarse también otros aditivos para estabilizar la enzima
hidroxiesteroide deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, tales como, por ejemplo, glicerina, sorbitol, 1-4-DL-
ditiotreitol (DTT) o dimetilsulféxido (DMSO).

La concentracion del cofactor NAD(P)H, con respecto a la fase acuosa, es de 0,001 mM a 10 mM, en particular de
0,01 mM a 1,0 mM. La temperatura puede ser, en funcién de las propiedades especiales de la enzima usada, de 10
°C a 70 °C, preferentemente de 20 °C a 35 °C.

El NRT (numero de recambio total = moles de compuesto oxoesteroide reducidos / moles de cofactor usados)
logrado en el procedimiento segun la invencidn puede encontrarse, a este respecto, en el intervalo de 10 a 105,
generalmente es preferente un NRT = 10°.

Los compuestos oxoesteroides que se desean reducir o compuestos hidroxiesteroides son generalmente poco
solubles en agua. El sustrato puede estar presente durante la reaccion totalmente o también no totalmente disuelto.
Si el sustrato no esta totalmente disuelto en la mezcla de reaccién, una parte del sustrato esta presente en forma
solida y puede formar una tercera fase solida. La mezcla de reaccion puede formar durante la reaccion también
termporalmente una emulsion.

El compuesto oxoesteroide que se desea reducir o el compuesto hidroxiesteroide que se desea oxidar se usa en el
procedimiento segun la invencién en cantidades = 50 g/, con respecto al volumen total de la preparacion de
reaccion. Preferentemente se usan entre 50 g/l y 400g/I de compuesto oxoesteroide / compuesto de hidroxiesteroide,
de modo particularmente preferente de entre 50 g/l y 200 g/l.

Los disolventes organicos adicionales preferentes que no participan en la regeneracion del cofactor son, por
ejemplo, acetato de etilo, acetato de butilo, terc-butilmetiléter, diisopropiléter, heptano, hexano, tolueno,
diclorometano o ciclohexano o sus mezclas de distintas composiciones.

La regeneracion del NAD(P)H se logra mediante la oxidacion de alcoholes secundarios de la formula general
RxRyCHOH o cicloalcanoles C4-C6. A este respecto, como productos de reaccion se producen cetonas de la
formula general RxRyC=0 o cicloalcanonas C4-C6. Alcoholes secundarios preferentes son, a este respecto, 2-
alcoholes alifaticos tales como, por ejemplo, isopropanol, 2-butanol, 2-pentanol, 2-hexanol, 2-heptanol, 2-octanol, 4-
metil-2-pentanol, 5-metil-2-hexanol y alcoholes secundarios ciclicos tales como ciclohexanol, ciclopentanol.

La regeneracion del NAD(P) se logra mediante la reduccion de compuestos cetona de la férmula general RxRyCO o
de cicloalcanonas C4-C6. A este respecto, como productos de reaccién se producen alcoholes secundarios de la
férmula general RxRyCHOH o cicloalcanoles C4-C6. A este respecto, compuestos cetona preferentes son cetonas
tales como, por ejemplo, acetona, 2-butanona, 2-pentanona, 2-hexanona, 2-heptanona, 2-octanona, 4-metil-2-
pentanona, 5-metil-2-hexanona y cetonas ciclicas tales como ciclohexanona, ciclopentanona.

El procedimiento segun la invencion se lleva a cabo, por ejemplo, en un recipiente de reaccion de vidrio o metal.
Para ello se transfieren los componentes individualmente al recipiente de reaccion y se agita en una atmésfera de,
por ejemplo, nitrégeno o aire. Segun el compuesto oxoesteroide usado el tiempo de reaccién es de 1 hora a 96
horas, en particular de 2 horas a 48 horas. En este tiempo, el compuestos oxoesteroide se reduce al menos en un
50 % dando el hidroxiesteroide correspondiente o el hidroxiesteroide se oxida dando el compuesto oxoesteroide.
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A continuacioén se explicara la invencion con mas detalle por medio de los ejemplos.
Ejemplos:
1. Reduccion de androsten-3,17-diona para dar 17-B-hidroxi-4-androsten-3-ona (testosterona)

A) Sistema bifasico con 4-metil-2-pentanol para la regeneracion de coenzima

Para la sintesis de 17 B-hidroxi-4-androsten-3-ona (testosterona) se afiaden a 0,5 ml de tampon (trietanolamina 100
mM, pH =7, MgClz 1 mM, glicerina al 10 %) que contienen 0,1 mg de NAD, 30 unidades de 17-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa recombinante de Pseudomonas testosteroni (J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 44 (2), 133-139 (1993),
Pubmed P19871) y 50 unidades de alcohol deshidrogenada recombinante de Pichia capsulata (documento DE-A
103 27 454), 100 mg de androsten-3,17-diona disueltos en 0,4 ml de 4-metil-2-pentanol. La mezcla se incuba
durante 24 h a temperatura ambiente y con mezclado continuo. La concentraciéon de androsten-3,17-diona en el
volumen total de reaccién es de aproximadamente 100 g/l.

Al finalizar la reaccion la mezcla de reaccion se puede procesar, por ejemplo, extrayendo la mezcla de reaccion con
un disolvente organico y eliminando a continuacion el disolvente mediante destilacion.

Después de 24 h ha reaccionado aproximadamente el 94 % de la androsten-3,17-diona dando 17-3-hidroxi-4-
androsten-3-ona (testosterona).

El seguimiento de la reaccion de androsten-3,17-diona para dar 17-B-hidroxi-4-androsten-3-ona (testosterona) se
realiza mediante cromatografia de gases. Para ello se usé un cromatégrafo de gases GC-17A de Shimadzu con una
columna de separacion quiral de Lipodex E, 12m (Machery-Nagel, Diren, Alemania), detector de ionizacion de llama
y helio como gas portador.

B) Sistema bifasico con acetato de butilo y 2-propanol para la regeneracion de coenzimas

Para la sintesis de 17-p-hidroxi-4-androsten-3-ona (testosterona) se afiaden a 0,5 ml de tampodn (trietanolamina 100
mM, pH = 7, MgClz 1 mM, glicerina al 10 %) que contienen 0,1 mg de NAD, 30 unidades de 17-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa recombinante de Pseudomonas testosteroni (J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 44 (2), 133-139 (1993),
Pubmed P19871) y 50 unidades de alcohol deshidrogenada recombinante de Pichia cupsulata (documento DE-A
103 27 454), 100 mg de androsten-3,17-diona disueltos en 0,3 ml de acetato de butilo y 0,1 ml de 2-propanol. La
mezcla se incuba durante 24 h a temperatura ambiente y con mezclado continuo. La concentracidon de androsten-
3,17-diona en el volumen total de reaccion es de aproximadamente 100 g/l.

Al finalizar la reaccion la mezcla de reaccion se puede procesar, por ejemplo, extrayendo la mezcla de reaccion con
un disolvente organico y eliminando a continuacién el disolvente mediante destilacion.

Después de 24 h ha reaccionado aproximadamente el 90-95 % de la androsten-3,17-diona usada dando 17-B-
hidroxi-4-androsten-3-ona (testosterona).

2. Reduccioén de acido cetolitocélico para dar acido quenolitocélico

A) Regeneracion de coenzima con ADH de Thermoanerobium brockii | sistema bifasico

Para la sintesis de acido 3a-7a-dihidroxi-5-B-célico (acido quenodeoxicdlico) se afiaden a 0,2 ml de tampon (tampon
de fosfato de potasio 100 mM, pH = 8,5, MgCl, 1 mM, glicerina al 10 %) que contiene 0,1 mg de NADP, 10 unidades
de 7-a-hidroxiesteroide deshidrogenasa recombinante de Clostridiem scindens (Pubmed AAB61151) y 10 unidades
de alcohol deshidrogenada recombinanate de Thermoanerobium brockii, 100 mg de acido 3a-hidroxi-7-oxo-5--
célico (acido cetolitocolico) en 0,5 ml de metilpentanol. La mezcla se incuba durante 24 h a temperatura ambiente y
con mezclado continuo. La concentracion de acido cetolitocdlico en el volumen total de reaccion es de
aproximadamente 100 g/I.

Después de 24 h ha reaccionado el 90-98 % del acido cetolitocolico dando acido quenodeoxicdlico.

El seguimiento de la reaccion de acido cetolitocdlico para dar acido quenodeoxicélico se realiz6 mediante HPLC.
Para ello se usé una columna de separacion EC125/4 Nucleodur 100-5 C18ec (Machery-Nagel, Duren, Alemania) de
forma isocratica con una mezcla de MeOH/agua (80:20).

B) Regeneracion de coenzima con ADH de Lactobacillus (documento DE 10119274) / sistema bifasico

Para la sintesis de acido 3a-7a-dihidroxi-5-B-célico (acido quenodeoxicdlico) se afiaden, por ejemplo, a 0,3 ml de
tampdn (tampon de fosfato de potasio 100 mM, pH =7, MgCl, 1 mM, glicerina al 10 %) que contiene 0,1 mg de
NADP, 10 unidades de 7-a-hidroxiesteroide deshidrogenasa recombinante de Clostridiem scindens (Pubmed
AAB61151) y 10 unidades de alcohol deshidrogenada recombinanate de Lactobacillus, 100 mg de acido 3a-hidroxi-
7-ox0-5-p-célico (acido cetolitocdlico) en 0,5 ml de octanol. La mezcla se incuba durante 24 h a temperatura
ambiente y con mezclado continuo. La concentracion de acido cetolitocolico en el volumen total de reaccién es de
aproximadamente 100 g/I.

Después de 24 h ha reaccionado el 70-80 % del acido cetolitocolico dando acido quenodeoxicdlico.

3. Reduccion de 1,4-androstadien-3,17-diona para dar 17-8-hidroxi-1,4-androstadien-3-ona
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Para la sintesis de 17-p-hidroxi-1,4-androstadien-3-ona se afiaden a 0,5 ml de tampén (trietanolamina 100 mM, pH =
7, MgClz 1 mM, glicerina al 10 %) que contienen 0,1 mg de NAD, 30 unidades de 17-B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa recombinante de Pseudomonas testosteroni (J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 44 (2), 133-139 (1993),
Pubmed P19871) y 5 unidades de alcohol deshidrogenada recombinante de Pichia cupsulata (documento DE-A 103
27454), 100 mg de 1,4-androstadien-3,17-diona disueltos en 0,4 ml de 4-metil-2-pentanol. La mezcla se incuba
durante 24 h a temperatura ambiente y con mezclado continuo. La concentracion de 1,4-androstadien-3,17-diona fue
en el volumen total de reaccion de aproximadamente 100 g/l.

Después de finalizar la reaccién la mezcla de reaccion puede procesarse, por ejemplo, separando la fase organica y
eliminando la fase organica a continuacion por medio de destilacion.

Después de 24 h ha reaccionado aproximadamente el 90-98 % de la androsten-3,17-diona usada dando 17-f-
hidroxi-1,4-androstadien-3-ona.

El seguimiento de la reaccién de 1,4-androstadien-3,17-diona para dar 17-B-hidroxi-1,4-androstadien-3-ona se
realizé6 mediante cromatografia de gases. Para ello se us6 un cromatografo de gases Autosystem XL de Perkin
Elmer equipado con espectrémetro de masas con una columna capilar FS Optima-5-MS (Machery-Nagel, Diren,
Alemania) y helio como gas portador.

4. Oxidacion de acido quenolitocélico para dar acido cetolitocélico

A) Regeneracion de coenzima con ADH de Thermoanerobium brockii | sistema bifasico

Para la sintesis de acido 3a-hidroxi-7-oxo-5-B-célico (acido cetolitocdlico) se afiaden a 0,4 ml de tampo6n (tampdn de
fosfato de potasio 100 mM, pH = 8,5, MgCl> 1 mM, glicerina al 10 %) que contiene 0,1 mg de NADP, 10 mg de
biomasa humeda de E. coli que contienen la 7-a-hidroxiesteroide deshidrogenasa sobreexpresada de Clostridiem
scindens (Pubmed AVAB61151), y 5 mg de biomasa humeda de E. coli que contienen la alcohol deshidrogenasa
sobreexpresada de Thermoanaerobium brockii, 100 mg de acido 3a-7a-dihidroxi-5-3-célico (acido quenodeoxicdlico)
en 0,5 ml de metilisobutilcetona. La mezcla se incuba durante 24 h a temperatura ambiente y con mezclado
continuo. La concentracion de acido cetolitocélico en el volumen total de reaccién es de aproximadamente 100 g/I.

Después de 24 h ha reaccionado mas del 80 % del acido quenodeoxicdlico dando acido cetolitocdlico.

El seguimiento de la reaccion de acido cetolitocélico para dar acido quenodeoxicélico se realizé mediante
cromatografia de capa fina.

B) Regeneracion de coenzima con ADH de Lacfobacillus (documento DE 10119274) / sistema bifasico

Para la sintesis de acido 3a-hidroxi-7-oxo-5-B-célico (acido cetolitocolico) se afiaden a 0,15 ml de tampdn (tampdn
de fosfato de potasio 100 mM, pH = 7,5, MgCl, 1 mM, glicerina al 10 %) que contiene 0,1 mg de NADP, 10 mg de
biomasa humeda de E. coli que contienen la 7-a-hidroxiesteroide deshidrogenasa sobreexpresada de Clostridiem
scindens (Pubmed AAB61151) y 5 mg de biomasa hiumedad de E. coli que contienen la alcohol deshidrogenasa
sobreexpresada de Lactobacillus (documento DE 10119274), 100 mg de acido 3a-7a-dihidroxi-5-p-colico (acido
quenodeoxicdlico) en 0,7 ml de metilisobutilcetona. La mezcla se incuba durante 24 h a temperatura ambiente y con
mezclado continuo. La concentracion de acido cetolitocdlico en el volumen total de reaccién es de aproximadamente
100 g/l.

Después de 24 h ha reaccionado mas del 90 % del acido quenodeoxicdlico dando acido cetolitocdlico.

10
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la reduccion enzimatica enantioselectiva de compuestos oxoesteroides de la formula general |

R Re B

en la que

R+ representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,
Rz representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,
R3 representa hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo oxo o un grupo metilo,
R4 representa hidrégeno o un grupo hidroxilo,

Rs representa hidrogeno, un resto -CORq, en el que R+ es un grupo alquilo C1-C4 sustituido con un grupo hidroxilo
o no sustitudio, o un grupo carboxialquilo C1-C4 sustituido o no sustituido,

o0 Rs y Rs representan conjuntamente un grupo oxo,

Re representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,

Ry representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,

Rs representa hidrégeno, un grupo metilo o un haluro, y

Ry representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo, un grupo oxo o un haluro,

siendo al menos uno de R, Rz, R4 + Rs, Rs, Rs 0 Ry un grupo oxo o Rs es un resto -COR1g y el elemento estructural

representa un anillo de benceno o un anillo C6 con 0, 1 o 2 enlaces dobles C-C,

o la féormula Il (acido cetolitocdlico)

HaCy, | .

HO™ (o)

en el que el compuesto oxoesteroide se reduce con una hidroxiesteroide deshidrogenasa en presencia de un
cofactor NADH o NADPH, caracterizado porque
a) el compuesto oxoesteroide esta presente en la preparacion de reaccion en una concentracion = 50 g/l,

b) el cofactor NAD o NADP oxidado formado mediante la hidroxiesteroide deshidrogenasa se regenera
continuamente mediante la oxidacion de un alcohol secundario de la férmula general RxRyCHOH, en la que Rx, Ry

11
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independientemente uno de otro representan alquilo C1-C8 ramificado o no ramificado y Ciotar = 3, 0 mediante la
oxidacion de un cicloalcanol C4-C6, y

c) para la oxidacion del alcohol secundario de la formula general R<RyCHOH o del cicloalcanol se usa una
oxidorreductasa / alcohol deshidrogenasa adicional.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, caracterizado porque como alcohol secundario de la formula general
RxRyCHOH se usa 2-propanol, 2-butanol, 2-pentanol, 4-metil-2-pentanol, 2-hexanol, 2-heptanol, 5-metil-2-hexanol o
2-octanol y como cicloalcohol se usa ciclohexanol.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque se lleva a cabo en un sistema bifasico organico
acuoso.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, caracterizado porque se usa adicionalmente un disolvente organico tal
como, por ejemplo, dietiléter, terc-butilmetiléter, diisopropiléter, dibutiléter, acetato de etilo, acetato de butilo,
heptano, hexano o ciclohexano.

5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque el NRT, es decir numero de
recambio total = moles de compuesto oxoesteroide reducidos / moles de cofactor usados es 2 10°,

6. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque se reduce al menos el 50 % del
compuesto oxoesteroide usado dentro de un periodo de 2 a 96 h dando el compuesto hidroxiesteroide.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque como compuesto oxoesteroide se
usa dexametasona (féormula Ill).

(IID)

0

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque como compuesto oxoesteroide se
usa 4-androsten-3,17-diona (formula 1V).

e Iv)

0

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque como compuesto oxoesteroide se
usa 1,4-androstadien-3,17-diona (férmula V).

o] V)
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10. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque como compuesto oxoesteroide se
usa estrona (férmula VI).

2 (VI)

HO

11. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque como compuesto oxoesteroide se
5  usa pregnenolona (féormula VII).

o) (VID)

HO

12. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque como compuesto oxoesteroide se
usa cortisona (férmula VIII).

(VII)
CH,OH ‘

.--OH

10  13. Procedimiento para la oxidacién enzimatica de compuestos hidroxiesteroides de la férmula general |

®

en la que
R+ representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo o un grupo oxo,

Rz representa hidrogeno, un grupo metilo, un grupo oxo o un grupo hidroxilo,

13
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R3 representa hidrégeno, un grupo hidroxilo, un grupo oxo o un grupo metilo,
R4 representa hidrégeno o un grupo hidroxilo,

Rs representa hidrogeno, un resto -CORq, en el que R+ es un grupo alquilo C1-C4 sustituido con un grupo hidroxilo
o no sustituido, o un grupo carboxialquilo C1-C4 sustituido o no sustituido,

o0 Rs y Rs representan conjuntamente un grupo oxo,

Re representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo oxo o un grupo hidroxilo,

Ry representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo oxo o un grupo hidroxilo,

Rs representa hidrégeno, un grupo metilo o un haluro, y

Ry representa hidrégeno, un grupo metilo, un grupo hidroxilo, un grupo oxo o un haluro,

siendo al menos uno de Ri, Ry, R4, Re, R7, Rg 0 Rg un grupo hidroxilo y el elemento estructural

representa un anillo de benceno o un anillo C6 con 0, 1 o 2 enlaces dobles C-C,

o de los derivados de acido biliar acido coélico, acido quenodeoxicdlico, acido 12-oxocélico, acido 3-hidroxi-12-
oxocolico, acido cetolitocolico o acido litocolico,

oxidandose el compuesto hidroxiesteroide con una hidroxiesteroide deshidrogenasa en presencia de un cofactor
NAD o NADP, caracterizado porque

a) el compuesto hidroxiesteroide esta presente en la preparacion de reaccion en una concentracion = 50 g/l,

b) el cofactor NADH o NADPH reducido formado mediante la hidroxiesteroide deshidrogenasa se regenera
continuamente mediante la reduccion de un compuesto cetona de la formula general RxRyCO, en la que Rx, Ry
independientemente uno de otro representan alquilo C1-C8 ramificado o no ramificado y Ciota = 3, 0 mediante la
reduccion de una cicloalcanona C4-C6, y

c) para la reduccion del compuesto cetona de la férmula general RkRyCO o de la cicloalcanona se usa una
oxidorreductasa / alcohol deshidrogenasa adicional.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 13, caracterizado porque como cetona de la formula general RxRyCO se
usa acetona, 2-butanona, 2-pentanona, 4-metil-2-pentanona, 2-hexanona, 2-heptanona, 5-metil-2-hexanona o 2-
octanona y como cicloalcanona se usa ciclohexanona.

15. Procedimiento segun la reivindicacion 13 6 14, caracterizado porque se lleva a cabo en un sistema bifasico
organico acuoso.

16. Procedimiento segun la reivindicacion 15, caracterizado porque se usa adicionalmente un disolvente organico tal
como, por ejemplo, dietiléter, terc-butilmetiléter, diisopropiléter, dibutiléter, acetato de etilo, acetato de buitilo,
heptano, hexano o ciclohexano.

17. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 13 a 16, caracterizado porque el NRT, es decir nimero de
recambio total = moles de compuesto hidroxiesteroide oxidados / moles de cofactor usados es 2 10°,

18. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 13 a 17, caracterizado porque se oxida al menos el 50 % del
compuesto hidroxiesteroide usado, dentro de un periodo de 2 a 96 h, dando el compuesto oxoesteroide.
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