
   
 
Università degli Studi di 

Ferrara

DOTTORATO DI RICERCA IN 
SCIENZE FARMACEUTICHE

CICLOXXVI

COORDINATORE Prof. Stefano Manfredini

BIOTRASFORMAZIONI DI ACIDI BILIARI: VALORIZZAZIONE DEI 
PRODOTTI “DI SCARTO” NELLA LAVORAZIONE DI ACIDO 

URSODESOSSICOLICO

Settore Scientifico Disciplinare CHIM/11

Dottorando Tutore

Dott. Costa Stefania Prof. Pedrini Paola

Anni 2011/2013



INDICE

Capitolo 1. Introduzione pag. 3

Capitolo 2. Biotrasformazioni di acidi biliari con Rhodococcus spp. pag. 36

Capitolo 3. 9,10-secosteroidi da acido iodesossicolico con Rhodococcus spp. pag. 60

Capitolo 4. 9,10-secosteroidi da acidi biliari con Rhodococcus ruber pag. 91

Capitolo 5. Attività antibatterica ed antifungina pag. 124

Capitolo 6. Attività antiossidante pag. 149

Capitolo 7. Conclusioni pag. 163

Capitolo 8. Bibliografia pag. 167

2



CAPITOLO 1

Introduzione
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Gli acidi biliari

              La bile è una soluzione elettrolitica a pH 6.8-8 prodotta dalle cellule epatiche e 

dalle cellule dei canalicoli biliari in una quantità giornaliera che varia da 500 a 1500 ml. La 

bile sintetizzata dal fegato viene secreta nei piccoli dotti biliari dove, attraversando il dotto 

epatico  comune  e  il  dotto  cistico,  viene  immagazzinata  nella  colecisti  (cistifellea). 

Nell'uomo la cistifellea è posta sotto il margine anteriore del lobo destro del fegato e la sua 

funzione è quella di accumulare e concentrare la bile la cui composizione è riportata nella 

Tabella 1.

Tabella 1. Composizione della bile umana

Bile Epatica Bile colecistica

Acqua 97.5 % 82 %

Acidi biliari 1.1 % 3-10 %
Bilirubina 0.2 % 0.6-2 %
Acidi grassi 0.12 % 0.3-1.2 %
Colesterolo 0.1 % 0.3-0.9 %
Lecitina 0.04 % 0.1-0.4 %
Na+ 145 mEq/l 130 mEq/l
K+ 5 mEq/l 9 mEq/l
Ca2+ 5 mEq/l 12 mEq/l
Cl- 100 mEq/l 75 mEq/l
HCO3- 28 mEq/l 10 mEq/l

I componenti più importanti della bile sono gli acidi biliari anche se presenti in quantità 

ridotte (3-10%). 

Gli  acidi  biliari  vengono  prodotti  dagli  epatociti  a  partire  dal  colesterolo  e 

successivamente, vengono coniugati a due amminoacidi: taurina e glicina.

Al pH fisiologico (6.8-8) della bile e dell’intestino gli acidi biliari si trovano in forma 

dissociata ed è anche per questo motivo vengono anche denominati sali biliari. Essendo i 

prodotti finali del metabolismo epatocitario del colesterolo, essi vengono classificati come 

steroidi.

Gli acidi biliari sono poliidrossiacidi costituiti da una struttura base a quattro anelli saturi 

condensati che prende il nome di nucleo ciclopentanperidrofenantrenico.

Nella molecola steroidica i metili in C-10 e C-13, indicati rispettivamente come C-19 e C-

18, sono detti angolari e sono perpendicolari al piano medio della molecola.
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Per convenzione, negli steroidi i gruppi che si trovano dalla stessa parte dei metili angolari 

sono indicati  come sostituenti  β, mentre quelli  che stanno dalla parte opposta vengono 

denominati sostituenti .

Gli anelli cicloesanici A, B e C degli steroidi hanno conformazione a sedia e mentre le 

giunzioni degli anelli B, C e D sono sempre trans (in trans gli idrogeni in C-8 e C-9 e il 

metile in C-13 e l’idrogeno in C-14), la giunzione tra gli anelli A e B può essere sia cis sia 

trans. L’idrogeno in C-5, nel caso di giunzione trans tra gli anelli A e B, è orientato verso il 

basso: questo tipo di giunzione è identificata con il prefisso 5  (Figura 1).
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Figura 1. Steroidi della serie 5

 La struttura 5β (Figura 2) invece presenta una saldatura cis tra gli anelli A e B e l’idrogeno 

in C-5 è dalla stessa parte dei metili angolari.
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Figura 2. Steroidi della serie 5

Gli acidi biliari sono steroidi a 24 atomi di carbonio della serie 5β. 

Nella bile umana sono presenti due tipi di acidi biliari detti primari:

 Acido colico (acido 3 ,7 ,12 -triidrossicolanico, CA) (Figura 3);  
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Figura 3. Acido colico (CA)

 Acido chenodesossicolico (acido 3 ,7 -diidrossicolanico, CDCA) (Figura 4). 

Figura 4. Acido chenodesossicolico (CDCA)

Questi sono presenti in gran parte come coniugati con gli amminoacidi taurina e glicina 

legati al gruppo carbossilico mediante un legame ammidico. 

Il  pool  degli  acidi  biliari,  oltre  a  CA e  CDCA,  comprende  anche  acidi  biliari  detti 

secondari:  l’acido  desossicolico  (DCA) e  l’acido  litocolico  (LCA)  (Figura  5),  prodotti 

rispettivamente  dagli  acidi  colico  e  chenodesossicolico  ad  opera  della  flora  batterica 

intestinale mediante una reazione di deidrossillazione in posizione C-7.

      

           A                                                                  B

Figura 5. A; acido desossicolico (DCA);  B: acido litocolico (LCA

Questi vengono assorbiti a livello del digiuno prossimale e del colon con un meccanismo 

di trasporto passivo [1]. Dopo essere stati assorbiti dall'intestino, gli acidi biliari vengono 
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riconvogliati al fegato dove subiscono diverse trasformazioni che generano gli acidi biliari 

terziari:  ad  esempio  l’acido  litocolico,  di  cui  è  nota  l’epatotossicità,  viene  solfatato 

(diventando così acido sulfolitocolico) per aumentarne l'idrosolubilità e diminuirne così il 

riassorbimento. Gli acidi biliari così trasformati vengono coniugati nuovamente con taurina 

e glicina e secreti nella bile (Schema 1).
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Schema 1

A livello  intestinale  avvengono  ulteriori  reazioni  catalizzate  dalla  flora  batterica  come 

l’idrolisi dei coniugati e l’epimerizzazione in posizione C-7 dell'acido chenodesossicolico 

(il sostituente da  passa a β) con formazione dell'acido ursodesossicolico (UDCA) (Figura  

6).

Figura 6. Acido ursodesossicolico (UDCA)

Le varie  attività  svolte  dagli  acidi  biliari  all’interno dell’organismo sono collegate  alla 

particolare  struttura  che  queste  molecole  possiedono;  esiste  una  stretta  relazione  tra 

funzione fisiologica e struttura che viene definita dalle proprietà chimico-fisiche proprie di 

queste molecole. In particolar modo la loro natura anfipatica ne garantisce la capacità di 

trasportare molecole lipidiche. La natura anfipatica è data dalla presenza di due regioni:

- Una polare costituita dai gruppi ossidrilici presenti in diverso numero e posizione 

ed -orientati; 

- Una non polare composta identificabile con i sostituenti metilici -orientati.

La  capacità  “detergente”  e/o  di  trasporto  lipidico  degli  acidi  biliari  si  esplica  nella 

formazione di micelle, in cui trovano spazio composti lipofili, ottenute per aggregazione di 

molti monomeri.

Tale fenomeno avviene in un ben definito ambito di concentrazione, al di sotto del quale 

sono presenti solo monomeri, mentre al di sopra aumenta la concentrazione degli acidi 

biliari  aggregati  in  micelle.  Questo  parametro  viene  definito  “concentrazione  micellare 

critica” (CMC). E' possibile misurare tale valore di CMC tramite metodi chimico-fisici che 

forniscono un valore di CMC, al di sopra del quale inizia la formazione di aggregati. I 

metodi  più  noti  sono  basati  su  misurazioni  di  valori  di  tensione  superficiale,  di 

solubilizzazione di coloranti e su misure di attività mediante elettrodi selettivi per gli acidi 

biliari.
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Le principali funzioni fisiologiche di questo tipo di molecole riguardano la  regolazione 

della secrezione e del trasporto biliare oltre alla capacità di emulsionare lipidi,  quali  il 

colesterolo, favorendone la digestione e l’assorbimento intestinale.

A causa di malattie infiammatorie della parete della colecisti, di alterazioni della dinamica 

dei fluidi nell'albero biliare o di bile completamente satura di colesterolo, nella cistifellea 

possono verificarsi fenomeni di precipitazione del colesterolo con conseguente necessità di 

interventi chirurgici per rimuovere i calcoli o, nella peggiore delle ipotesi l’intera colecisti 

[2]. Il colesterolo, infatti, precipita in piccoli cristalli che, agglomerandosi su un nucleo di 

sedimentazione, portano alla produzione di calcoli (bile litogena).

Fino agli anni '70 l'unico trattamento terapeutico contro i calcoli biliari era rappresentato 

dall'intervento chirurgico. Oggi, invece, molti pazienti vengono trattati con terapia a base 

di  acido  chenodesossicolico  e  acido  ursodesossicolico  poiché  alcune  ricerche  hanno 

dimostrato come i calcoli biliari vengono solubilizzati utilizzando questi acidi biliari come 

farmaci [3].

L’acido ursodesossicolico è il 7β-epimero dell'acido chenodesossicolico e rappresenta una 

piccola  percentuale  degli  acidi  biliari  totali  presenti  fisiologicamente  nella  bile  umana. 

Nell'uomo l’acido ursodesossicolico é in grado di aumentare la capacità di solubilizzare il 

colesterolo nella bile trasformandola da bile litogena a bile non litogena.

I meccanismi attraverso cui si manifesta questo effetto farmacologico sono più di uno:

 diminuzione della secrezione di colesterolo nella bile, dovuta alla riduzione della 

sintesi epatica del colesterolo stesso e del suo assorbimento a livello intestinale;

 aumento  della  quantità  complessiva  di  acidi  biliari  che  favoriscono  la 

solubilizzazione micellare del colesterolo;

 formazione  di  una  mesofase  liquido-cristallina  che  permette  di  solubilizzare  il 

colesterolo in modo più efficiente rispetto alla solubilizzazione ottenibile in fase di 

equilibrio.

L'acido ursodesossicolico viene considerato di maggior importanza farmacologica rispetto 

all'acido chenodesossicolico nella terapia contro la calcolosi biliare,  in quanto possiede 

elevata efficacia [4] e totale assenza di effetti collaterali [5].

Date  queste  caratteristiche  l’acido  ursodesossicolico  rappresenta  un  prodotto  di  largo 

interesse industriale a livello mondiale. Si trova in discrete quantità nella bile degli orsi (da 

cui deriva anche il suo nome) ma l’estrazione dalla bile di questi animali è improponibile 
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perchè ne causerebbe l’estinzione. Questa pratica è stata abbandonata dai paesi occidentali 

ma continua ad essere praticata in paesi come la Cina, con metodiche alquanto discutibili.

A livello mondiale, oggi, la produzione di UDCA viene fatta partendo dagli acidi biliari 

presenti nella bile bovina e suina. Questi animali vengono allevati per la loro carne e la bile 

viene raccolta, essiccata ed è la materia prima per il processo industriale.
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La bile come materia prima 

Oggi l’acido ursodesossicolico viene sintetizzato per via chimica a partire dall'acido colico 

e  chenodesossicolico di origine bovina e suina attraverso reazioni  chimiche costose ed 

inquinanti.

La  materia  prima dalla  quale  si  parte  per  ottenere acido  ursodesossicolico è  la  bile  di 

diversi  animali  da  macello  in  quanto  la  cistifellea  ed  il  suo  contenuto  non  vengono 

utilizzati a scopo alimentare. Fino a qualche anno la fonte principale per ottenere gli acidi 

biliari era la bile bovina dato che il consumo a livello alimentare di questi animali era 

particolarmente elevato. Negli ultimi anni è aumentato sensibilmente anche il consumo di 

carne suina e di pollo. In Tabella 2 vengono riportati i diversi quantitativi di acidi biliari 

contenuti nella bile dei diversi animali.

Tabella 2. Contenuto di acidi biliari nelle bili degli animali da macello

BILE BOVINA BILE SUINA BILE DI POLLO
Acido colico

45-50%
Acido iodesossicolico

40%
Acido colico

9%
Acido chenodesossicolico

10-15%
Acido chenodesossicolico

25- 30%
Acido chenodesossicolico

85%
Acido desossicolico

20%
Acido iocolico

10%

Per tale motivo oggi anche la bile suina viene utilizzata come fonte primaria di acidi biliari 

per la sintesi di acido ursodesossicolico e sono in corso studi di fattibilità per l’utilizzo di  

quella  di  pollo,  che  è  interessante  perché  contiene  solamente  CA e  CDCA.  Il  limite 

maggiore dell’utilizzo di questa bile e che la cistifellea del pollo è molto piccola e quindi  

difficilmente lavorabile. 

A livello mondiale il consumo di carne è aumentato sensibilmente negli ultimi anni: i suini 

da allevamento sono passati dai 547 milioni del 1970 ai 965 milioni del 2010, il consumo 

di bovini dal 2000 al 2010 è aumentato di oltre il 10% in termini di quantità di tonnellate 

prodotte (Figura 7).
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Figura 7. Aumento del consumo di carne a livello mondiale

La  domanda  di  carne  è  andata  significativamente  incrementandosi  nei  paesi  in  via  di 

sviluppo, particolarmente in quelli di nuova industrializzazione. In questi paesi il consumo 

pro capite di carne è triplicato tra il 1980 ed il 2005 ed, il maggiore incremento si è avuto 

nelle zone del  sud-est  asiatico.  L’aumento della  richiesta,  e conseguentemente dei  capi 

macellati, è direttamente riconducibile all’incremento della produzione di bile e quindi di 

acidi biliari.

Dati FAO del 2011 [6] riportano le quantità di animali macellati a livello mondiale. Si 

stima che siano state macellate 66.3 milioni di tonnellate di carne bovina, 110.3 milioni di 

tonnellate di carne suina e 89.9 milioni di tonnellate i carne di pollo. Molto variabile è il 

quantitativo delle diverse carni consumate nei vari continenti, per questo motivo in alcuni 

paesi viene privilegiata la bile bovina come materiale di partenza per la produzione di acidi 

biliari, mentre in altri vengono utilizzate bile di pollo o di suino.  

In Tabella 3 vengono riportati i quantitativi di carne bovina, suina e di pollo prodotti nei 

vari continenti (dati FAO 2011). 

Per  la  produzione  di  acido  chenodesossicolico,  ursodesossicolico  ed  acido 

tauroursodesossicolico  viene  utilizzata  nei  paesi  occidentali  prevalentemente  la  bile 

bovina. 
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Tabella 3. Quantitativi di carne prodotti nei vari continenti

CARNE 
BOVINA

(ton)

CARNE SUINA
(ton)

CARNE DI 
POLLO

(ton)
AFRICA 5.773.175 1.282.893 4.644.908

AMERICA 30.174.884 19.184.159 39.780.863
ASIA 16.867.032 61.814.109 29.867.025

EUROPA 10.766.064 27.505.006 14.463.649
OCEANIA 2.752.648 483.998 1.200.270

La cistifellea  di  un bovino mediamente  contiene  150-200 ml  di  bile  liquida.  A livello 

mondiale (dati FAO 2011) vengono macellati circa 320 milioni di capi bovini all’anno. 

Considerando che il contenuto in acidi biliari della bile bovina è circa il 7-10% e che la 

quantità teorica di bile bovina prodotta è di circa 48 milioni di litri a livello mondiale, gli  

acidi biliari prodotti ammontano a 4.8 tonnellate.

Dopo il processo di macellazione la bile del bovino viene conservata con una soluzione di 

idrossido di sodio diluita oppure con una soluzione di formaldeide per evitare che gli acidi 

biliari vengano degradati dai batteri presenti nella bile. Tale lavorazione viene effettuata 

prima del processo di concentrazione della bile stessa effettuata generalmente a pressione 

ambiente o sottovuoto per eliminare la maggior parte di acqua (il contenuto di acqua della 

bile liquida è l’85% p/p ca.) ed arrivare ad un contenuto minimo di acido colico del 33% 

p/p ed un contenuto di acqua minore od uguale al 25%. Una volta concentrata la bile viene 

stoccata in fusti di ferro o acciaio dal volume di 200 litri ca.

Vi sono macelli  che,  senza aggiunta di  conservanti,  concentrano la  bile  subito dopo il 

processo di estrazione dalla cistifellea, tale procedimento viene eseguito manualmente.

La bile concentrata, chiamata anche bile pasta o bile ispessita, si presenta come una massa 

dura, molto viscosa, di colore dal verde scuro al marrone brillante, di consistenza simile al 

catrame. La bile pasta, se ottenuta da bile conservata in soluzione di soda, contiene i sali 

sodici degli acidi biliari liberi e non più coniugati con la taurina e la glicina, mentre quella 

conservata con formaldeide e quella subito concentrata dopo il processo di estrazione dalla 

cistifellea, contiene prevalentemente gli acidi biliari ancora coniugati con glicina e taurina.

Per la produzione di UDCA, è possibile partire anche dalla bile di pollo e di maiale. Nei 

paesi  orientali,  Cina  in  primo  luogo,  viene  estratto  l’acido  chenodesossicolico 

principalmente  dalla  bile  di  pollo e  dalla  bile  di  maiale.  In  Cina  si  macellano circa 9 
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miliardi di polli l'anno. Ogni cistifellea di pollo contiene mediamente 2.5 ml di bile, il 

contenuto di acidi biliari nella bile di pollo è circa il 10% e quindi da una tonnellata di 

cistifellee di pollo congelate si possono ottenere 20 kg di acido chenodesossicolico.

Per quanto riguarda i suini vengono macellati circa 1.4 miliardi di capi l’anno dai quali si 

ricavano 69 milioni di litri di bile (considerando circa 50 ml di bile/maiale). Il contenuto di  

acidi biliari nella bile suina è del 10% per cui si ottengono 6.9 tonnellate di acidi biliari. Il 

contenuto di acido chenodesossicolico nella bile suina è del 25% circa ma il suo recupero 

come prodotto  puro dalla  miscela  di  acidi  biliari  di  questa  bile  risulta  essere piuttosto 

difficoltoso.

Gli acidi biliari utilizzati per sintetizzare chimicamente acido ursodesossicolico sono acido 

colico  e  acido  chenodesossicolico.  Gli  altri  acidi  biliari  ad  oggi  vengono  considerati 

prodotti di scarto o utilizzati solamente come agenti emulsionanti per cui sarebbe molto 

interessante  trovare  un  modo  per  poterli  reintrodurre  nel  ciclo  produttivo  di  acido 

ursodesossicolico.   
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Sintesi chimica di acido ursodesossicolico (UDCA)

UDCA é un principio attivo molto costoso in quanto, a tutt'oggi, si può ottenere mediante 

due diverse metodologie:

 Estrazione dalla bile dell'orso nella quale è presente per il 38% (pratica ovviamente 

abbandonata nei paesi civili);

 Sintesi  chimica  partendo  dall'acido  colico  e  chenodesossicolico  (CDCA).  Tali 

reazioni sono caratterizzate da alti costi ed elevato impatto ambientale.

Nei paesi occidentali, la necessità di produrre ingenti quantità di acido ursodesossicolico 

ha portato alla messa a punto di metodologie di sintesi che utilizzano come prodotti di 

partenza i taurinati e i glicinati dell’acido colico e chenodesossicolico della bile bovina. 

L'acido colico é il principale costituente della bile bovina (45-50% sul secco) ed è, date le 

quantità, il principale substrato di partenza per la sintesi del principio attivo di interesse 

farmacologico.

Il primo stadio della sintesi di UDCA per via chimica è l’idrolisi alcalina della bile per il 

rilascio degli  acidi biliari  che fisiologicamente si  trovano coniugati  a taurina e glicina: 

questa reazione richiede l'impiego di grosse quantità di NaOH (30%) ed alte temperature 

(120°C) per tempi lunghi (8-12 ore) (Schema 2).

Schema 2

 

Una  volta  separato  l’acido  colico  dalla  miscela  biliare,  la  sintesi  chimica  di  CDCA e 

UDCA viene eseguita secondo una metodologia in cinque step messa a punto negli anni '50 

da Fieser e Hofman [7] [8] (Schema 3): 

1. Esterificazione con metanolo e conseguente formazione di metil colato;
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2. Acetilazione  regioselettiva  con  piridina  e  anidride  acetica  degli  ossidrili  in 

posizione C-3 e C-7 (protezione di gruppi funzionali);

3. Ossidazione in C-12 con CrO3;

4. Idrolisi degli esteri metilico e acetilici;

5. Riduzione di Wolff-Kishner per ottenere CDCA.

Schema 3

Partendo da CDCA si ottiene UDCA mediante un’-inversione selettiva dell’ossidrile in 

posizione  C-7  [9]. (Schema  4). Questa  conversione  richiede  varie  reazioni  simili  alle 

precedenti:
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1. Esterificazione con metanolo e formazione di metil chenossicolato;

2. Acetilazione regioselettiva con piridina e anidride acetica dell’ossidrile in posizione 

C-3;

3. Ossidazione in C-7 con CrO3;

4. Riduzione stereoselettiva del gruppo chetonico in C-7 con Na.

Schema 4

Queste procedure, comprensive anche del processo di idrolisi della bile bovina, risultano 

essere  estremamente  delicate  sia  sul  piano  del  rischio  che  del  costo  e  soprattutto 

dell’impatto ambientale. 
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In conclusione emerge come la sintesi organica finalizzata all’ottenimento dei substrati di 

interesse (UDCA e CDCA) da taurinati e glicinati di acido colico sia lunga, complicata ed 

in qualche misura rischiosa a causa della natura e della tossicità dei reagenti impiegati. 

L’utilizzo di elevate concentrazioni di NaOH per l’idrolisi della bile è senza dubbio un 

processo che comporta ingenti spese per lo smaltimento dei prodotti di rifiuto (lo stesso 

discorso vale anche per i sali di cromo e solventi organici).

Alle successive reazioni di sintesi chimica, che non permettono un facile controllo della 

stereochimica, si aggiungono inoltre reazioni secondarie con conseguente formazione di 

sottoprodotti, i quali rendono necessaria la purificazione dei prodotti ottenuti ad ogni step 

di reazione. Tutto ciò allunga i tempi, diminuisce le rese e contribuisce all’aumento dei 

costi di produzione. 

La necessità di metodologie alternative per l’ottenimento di UDCA e CDCA maggiormente 

sicure ed economicamente più convenienti ha spinto molti ricercatori a dedicarsi ad un 

approccio microbiologico ed enzimatico.

Uno degli approcci che sembra promettere grandi risultati è quello, di facile gestione, delle 

biotrasformazioni con microrganismi non patogeni e/o con i loro enzimi. 
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Biotrasformazioni degli acidi biliari

Le biotraformazioni degli acidi biliari sono state a fondo studiate in quanto i microrganismi 

e/o gli enzimi in essi presenti sono una valida alternativa alla sintesi chimica. Sfruttando, 

infatti, la regio- e stereoselettività degli enzimi si ottengono prodotti con rese elevate e non 

sono  necessarie  reazioni  di  protezione/deprotezione  dei  vari  gruppi  ossidrilici  presenti 

sull’anello. Per questi motivi le ricerche, mirate ad ottenere un’ampia gamma di enzimi 

specifici per varie posizioni del nucleo steroideo, sono tuttora in corso. 

A tutt’oggi,  le  biotrasformazioni  “target”  degli  acidi  biliari  sono  le  ossido-riduzioni 

mediate da idrossisteroide deidrogenasi (HSDH), le idrossilazioni/deidrossilazioni mediate 

da idrossilasi insieme alle reazioni di idrolisi dei vari coniugati. Mentre le ossido-riduzioni 

e le idrolisi sono da considerarsi una strategia complementare a quella chimica, nel caso 

particolare  delle  idrossilazioni  queste  sono  l’unica  strada  percorribile  per  introdurre 

direttamente un atomo di ossigeno sul legame C-H. 

Idrolisi 

L’idrolisi dei glicinati e taurinati degli acidi biliari per via microbiologica e/o enzimatica è 

sicuramente  una  valida  alternativa  alla  idrolisi  chimica  ottenuta  con  basi  acquose 

concentrate  ed  alte  temperature.  L’idrolisi  enzimatica,  infatti,  diminuisce  in  maniera 

significativa l’impatto ambientale dell’approccio chimico. 

Sono noti microrganismi che nel loro corredo enzimatico possiedono l’enzima colilglicina 

idrolasi (CGH) [10] in grado di idrolizzare il  legame tra acido biliare ed amminoacido 

(Schema 5).

Schema 5
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Questo enzima, scoperto ed isolato da Clostridium perfringens, un ceppo batterico presente 

nella flora intestinale, mostra una maggiore velocità di idrolisi per i coniugati degli acidi 

biliari  aventi  sullo  scheletro  steroideo  gruppi  ossidrilici  rispetto  a  quelli  aventi  gruppi 

chetonici (i.e. acido deidrocolico).  In aggiunta i glicinati sono idrolizzati più velocemente 

dei taurinati.

I  primi studi  su questo enzima risalgono al  1984. Batta  et al. [11] riportano i  risultati 

dell’enzima  CGH saggiato  su  diversi  substrati:  in  particolare  sono  stati  monitorati  gli 

effetti  di  modificazioni  a  livello  dello  scheletro  steroideo,  della  catena  laterale  e  degli 

amminoacidi  coniugati  sulla  capacità  idrolitica  di  questo  enzima.  Un’altra  colilglicina 

idrolasi è stata purificata e caratterizzata da un ceppo di Xanthomonas maltophilia isolato 

in un ambiente particolarmente ricco di acidi biliari [12]. 

L’idrolisi dei coniugati degli acidi biliari si è ottenuta anche con ceppi di Lactobacillus, in 

particolare  Lactobacillus  acidophilus e  Lactobacillus  casei [13]. Il  gene  di  CGH  di 

Lactobacillus plantarum 80 è stato inoltre clonato ed espresso in Escherichia coli MC1061 

[14]. 

Ossidazione

Le reazioni di ossidazione degli acidi biliari sono quelle a carico degli ossidrili presenti in 

diverse posizioni del nucleo steroideo. Gli enzimi che catalizzano questo tipo di reazioni 

sono  idrossisteroide  deidrogenasi  (HSDH)  [15].  Si  tratta  di ossidoreduttasi  NADH  o 

NADPH dipendenti, una classe di enzimi che catalizzano l’ossidoriduzione reversibile di 

gruppi idrossilici o chetonici degli steroidi [16]. 

Nel gruppo di ricerca dove ho svolto il periodo di dottorato l’ossidazione regiospecifica 

delle funzioni ossidriliche degli acidi biliari è stata oggetto di vari screening [17] [18]. La 

reazione di ossidazione più frequentemente osservata nel campo delle biotrasformazioni 

degli acidi biliari è quella a carico dell’ossidrile presente in posizione C-3. Un esempio 

significativo  è  l’ossidazione  regioselettiva  di  acido  colico  con  rese  eccellenti  per 

incubazione con Pseudomonas paucimobilis [19]. 
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Schema 6    

La parziale purificazione della 3 -HSDH da questo ceppo ha rivelato la presenza di una  

seconda frazione enzimatica caratterizzata come alcool deidrogenasi specifica per alcoli 

secondari (SADH). Tale enzima, che ha NADH come cofattore e catalizza la riduzione di 

carbonili a funzioni idrossiliche secondarie, è stato utilizzato come sistema di riciclo nella 

reazione di ossidazione mediata da 3-HSDH. 

Per  quanto  riguarda  l’ossidazione  del  gruppo  C7-OH,  ceppi  di  Eubacterium  lentum 

mostrano attività 7 -OH deidrogenante che viene considerevolmente soppressa in presenza  

di ossigeno [20]. La deidrogenazione del gruppo 7 -OH di acido chenodesossicolico e di  

acido colico è stata osservata sia in ceppi batterici isolati sia in colture microbiche miste 

provenienti da feci umane [21] [22] a dimostrazione del fatto che questo tipo di attività in 

Eubacterium lentum è fortemente favorita da condizioni anaerobiche.

Edenharder  et al. [23] hanno riportato dati sulle biotrasformazioni di CDCA operate da 

specie  saccarolitiche  di  Bacteriodes.  La  maggior  parte  dei  ceppi  attivi  (se  coltivati  in 

condizioni  anaerobiche)  appartengono  alle  specie  Bacteriodes  fragilis  e  Bacteriodes  

thetaiotaomicron. In aggiunta Clostridium bifermentans F6, isolato dal suolo [24], ossida 

l’acido colico e l’acido chenodesossicolico ai corrispondenti 7-cheto derivati ma non è in 

grado di ossidare l’acido ursocolico (UCA) e l’acido ursodesossicolico (UDCA).

Per quanto riguarda l’ossidazione dell’ossidrile presente in C-12 numerosi sono gli esempi 

in  letteratura  di  microrganismi  dotati  di  12 -HSDH tra  i  quali   Bacteroides  distasonis,  

Bacteroides  eggerthii,  Bacteroides  vulgatus,  Lactobacillus  plantarum,  Lactobacillus  

salivarius  e  Peptococcus  magnus  [20]. L’ossidazione  del  gruppo  C12-OH  di  acido 
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desossicolico  si  ottiene  anche con  Arthrobacter  simplex anche  se  in  miscela  col  3,12-

dicheto derivato [25]. 

Data l’importanza industriale di questa reazione, in quanto l’ossidazione dell’ossidrile in 

C-12 è la via per l’eliminazione di questo gruppo funzionale che non è presente nei più 

comuni farmaci o ormoni steroidei, sono stati depositati numerosi brevetti [26] [27] [28] 

[29]  nei  quali  il  comune denominatore  è  la  produzione  di  vari  prodotti  di  ossidazione 

partendo da diversi acidi biliari.

Un  esempio  di  approccio  chemo-enzimatico  alla  sintesi  di  acido  ursodesossicolico 

partendo da acido colico è riportato in letteratura [30] (Schema 7). 

Schema 7

Gli  enzimi  coinvolti  sono  7 -  e  12 -HSDH  purificati  da    Acinetobacter  calcoaceticus  

lwoffii, un ceppo batterico isolato da un campione di terreno proveniente dall’azienda ICE 

srl di Reggio Emilia. Gli enzimi sono stati parzialmente purificati ed utilizzati in questa 

nuova metodologia di sintesi chemo-enzimatica.

Gli step di reazione sono i seguenti:

 Ossidazione di acido desossicolico in posizione C-12 catalizzata da 12 -HSDH;

  Rimozione del gruppo carbonilico attraverso la reazione di Wolf-Kishner, per dare 

CDCA;
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 Ossidazione di CDCA ad acido 7-chetochenodesossicolico con 7 -HSDH;

 Riduzione a UDCA e UCA con Na e 2-butanolo anidro. 

In questo approccio chemo-enzimatico la riduzione del numero di step necessari per la 

sintesi di UCDA e la sostenibilità in termini di impatto ambientale costituiscono un grande 

vantaggio rispetto alla sintesi chimica, per cui questa metodologia può costituire un’ottima 

alternativa alla classica sintesi di UDCA.

Riduzione

Le  reazioni  di  riduzione  più  interessanti  sono  quelle  con  Brevibacterium  fuscum e 

Lactobacillus  xylosus che  permettono  di  convertire  l’acido  deidrocolico  in  acido  12-

chetocolico (con rese rispettivamente del 50% e 55%) e in acido 7,12-dichetolitocolico 

[31] [32] [33] (Schema 8).

Schema 8

Altra  biotrasformazione  interessante  è  quella  che,  partendo  dall’acido  7-

chetochenodesossicolico,  permette  di  ottenere  CDCA  con  Clostridia lecitinasi-lipasi 

negativi, [34] mentre con Eubacterium aureofaciens, si ottiene UDCA [35] (Schema 9).
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Schema 9 

Per  quanto  riguarda  la  riduzione  di  3-cheto  derivati  degli  acidi  biliari  esistono  molti 

microrganismi ed enzimi commerciali in grado di effettuare questa reazione e numerosi 

sono gli esempi riportati in letteratura [20] [36]. Uno dei primi lavori a tal proposito risale 

agli  anni  ottanta.  Edenharder  e  Mielek  infatti  dimostrarono  che  le  biotrasformazioni 

condotte  con  Eubacterium  lentum sui  3-cheto  derivati  degli  acidi  biliari  fornivano  i 

corrispondenti 3 - e 3β-idrossi derivati [ 20].

Idrossilazione

Le reazioni di idrossilazione sono tra le più ricercate nell’ambito della biocatalisi in quanto 

non sono ottenibili direttamente mediante sintesi chimica. Un esempio molto importante è 

costituito  dalla  possibilità  di  idrossilare  in  posizione  C-7  l’acido  litocolico  e  l’acido 

desossicolico,  ad  oggi  considerati  prodotti  di  scarto  della  lavorazione  della  bile.  In 

particolare l’idrossilazione di acido litocolico porta a CDCA (7-idrossilazione) o a UDCA 

(7-idrossilazione). Per quanto riguarda l’acido desossicolico una 7 -idrossilasi permette  

di  ottenere  acido  colico  mentre  una  7β-idrossilasi  fornisce  acido  ursocolico.  Queste 
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reazioni  hanno  grande  importanza  perché  permettono  di  utilizzare  questi  prodotti  di 

bassissimo valore commerciale per la sintesi di UDCA (Schema 10).   

Schema 10   

La reazione di idrossilazione da acido litocolico ad UCDA si ottiene in un unico stadio con 

Fusarium  equiseti M41,  un  fungo  isolato  dal  suolo  [37].  Sono  state  ottimizzate  le 

condizioni di reazione: cellule già cresciute di Fusarium equiseti M41 mostrano il massimo 

di conversione a 28°C e pH 8 con una quantità di ossigeno superiore al 60% della tensione 

normale e in presenza di cationi monovalenti come Na+, K+ e Rb+ che ne migliorano la 

conversione.

Anche Absidia cerulea e Rhizoctonia solani sono in grado di idrossilare l’acido litocolico 

in C-7: in questo caso si ottengono anche prodotti di idrossilazione in C-1 ed in C-6 [38]. 

Altro risultato è quello ottenuto con e Gibberella zeae VKM F-2600, fungo filamentoso 

recentemente testato sull’acido litocolico, che ha dimostrato avere attività -idrossilasica in 

posizione C-7. Tale biotrasformazione, effettuata utilizzando cellule intere, genera oltre ad 

UDCA anche altri  prodotti  di  ossidazione dello stesso UDCA come il  3-cheto derivato 

[39]. 
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Molti brevetti sono stati depositati riguardo la reazione di idrossilazione in C-7 in quanto 

direttamente collegata alla sintesi di questo principio attivo [40] [41] [42]. 

Deidrossilazione

Altra reazione interessante è la deidrossilazione dei gruppi ossidrilici presenti sugli acidi 

biliari  allo  scopo di  convertirli  in  “building  blocks” per  la  sintesi  di  altri  steroidi.  Un 

esempio è rappresentato dalla C12-deidrossilazione. Colture isolate di batteri fecali umani, 

tra  questi  numerosi  ceppi  saccarolitici  di  Bacteroides,  sono  stati  impiegati  nella 

deidrossilazione della posizione C-12 dell’acido colico [43] (Schema 11). 

Schema 11

Data l’importanza di questa biotrasformazione vi sono diversi brevetti riguardanti questo 

argomento [44] [45]. 

Anche la  7 -deidrossilazione  degli  acidi  biliari  primari  (CA e  CDCA),  per  produrre  i  

corrispondenti acidi biliari secondari (acido desossicolico e acido litocolico), è considerata 

utile ad ottenere composti di partenza per la sintesi di altri steroidi. L’importanza di questa 

reazione è data dalla possibilità di ridurre il numero di passaggi nella sintesi di UCDA se 

viene accoppiata alla successiva 7-idrossilazione (Schema 12). 
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Schema 12 

Screening riguardanti  la capacità di  rimuovere la funzione ossidrilica in C-7 dell’acido 

colico  sono  stati  effettuati  con  colture  pure  di  batteri  isolati  dalla  flora  intestinale 

dell’uomo. Solo pochi ceppi sono in grado di deidrossilare l’acido colico in C-7. Questa 

attività è stata osservata in particolare nei generi Bacteroides, Veilonella, Clostridium e in 

molti ceppi di Streptococcus fecalis e Staphylococcus [46]. 

Degradazione di acidi biliari

La degradazione aerobica degli acidi biliari è stata a fondo studiata negli anni ’70 e ’80. 

Questi  studi sono mirati  all’identificazione degli intermedi della degradazione steroidea 

estratti dalle colture batteriche cresciute in presenza di acidi biliari come fonte di carbonio. 

Sulla base delle strutture degli intermedi è stato proposto uno schema di degradazione [47] 

(Schema 13). 
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Schema 13  
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Lo step iniziale di  degradazione degli  acidi biliari  consiste nell’ossidazione del gruppo 

ossidrilico in posizione C-3. Questa reazione è catalizzata da 3-HSDH, enzima NAD(P) 

dipendente. Il passaggio successivo è la deidrogenazione dell’anello A ad opera di -3-

chestosteroide deidrogenasi che porta a 3-cheto-1,4-diene derivati. Contemporaneamente o 

successivamente all’ossidazione dell’anello A, la catena laterale dallo scheletro steroideo 

viene rimossa mediante β-ossidazione. Questa reazione, a fondo studiata, causa il rilascio 

di gruppi acetilici e propionilici. Un prerequisito per la β-ossidazione della catena laterale è 

l’attivazione con coenzima A.

Gli analoghi dell’1,4-androstadiene-3,17-dione (ADD) vengono poi idrossilati in C9 da 3-

chetosteroide-9-idrossilasi (KSH) e questo provoca la rottura del legame tra C9-C10, con 

conseguente apertura dell’anello B attraverso un riarrangiamento spontaneo retro-aldolico 

e  aromatizzazione  dell’anello  A.  I  9,10-secosteroidi,  derivanti  dall’apertura  dell’anello, 

vengono degradati infine attraverso diversi steps a CO2.

È stata riportata la completa degradazione aerobica di acidi biliari da varie classi di batteri 

inclusi Actinobacteria, Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria. Tra gli Actinobacteria  

sono  noti  operare  questa  reazione  Arthrobacter,  Corynebacterium,  Mycobacterium, 

Nocardia,  Rhodococcus e  Streptomyces  [48].  Mentre  per  quanto  riguarda  i 

Betaproteobacteria,  la  degradazione  degli  steroidi  è  stata  studiata  intensivamente  con 

diversi  ceppi  di  Comamonas testosteroni.  È nota anche la  degradazione  dei  colati  con 

Pseudomonas haloplanktis, battere psicrofilo marino [49]. Tra i  Gammaproteobacteria vi 

sono  numerosi  report  sulla  degradazione  di  sali  biliari  ad  opera  di  diverse  specie  di 

Pseudomonas [50] [51]. 

Nell’ambito della  ricerca  di  microrganismi  in  grado di  degradare  gli  acidi  biliari  e  gli 

steroidi in genere, si identificano alcuni passaggi chiave quali la degradazione della catena 

laterale, le 1,4-deidrogenazioni e l’idrossilazione in C-9. Gli enzimi che catalizzano queste 

reazioni possono essere sfruttati per la sintesi di altri composti potenzialmente attivi.

1,4-Deidrogenazioni

Molti  degli  studi  sulle  reazioni  di  ossidazione  dell’anello  A degli  steroidi  sono  stati 

effettuati utilizzando il testosterone come substrato ma vi sono evidenze in letteratura che 

dimostrano che tale attività viene riscontrata anche sugli acidi biliari [52]. L’ossidazione 
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dell’ossidrile in posizione C-3 è considerato il passaggio fondamentale per permettere poi 

le  successive  deidrogenazioni  dei  legami  C1-C2 e  C3-C4.  Le  deidrogenazioni  a  carico 

dell’anello  A sono  reazioni  che  vengono  catalizzate  da  -3-chetosteroide  deidrogenasi  

(Schema 14). 

Schema 14  

Questi enzimi sono stati isolati da Rhodococcus erytropolis SQ1, Comamonas testosteroni 

e Rhodococcus rhodochrous e sono stati caratterizzati come flavoproteine [53] [54].

I prodotti derivanti da queste biotrasformazioni sono la base di partenza per gli steroidi 

della serie 5 per cui queste trasformazioni batteriche offrono un’ottima alternativa alla 

sintesi chimica per la produzione di farmaci steroidei.

Degradazione della catena laterale

La degradazione batterica della catena laterale steroidica è uno dei passaggi chiave nella 

via metabolica descritta in precedenza. Gli step del processo di degradazione della catena 

laterale  degli  acidi  biliari  passano attraverso una β-ossidazione  che causa  il  rilascio  di 

gruppi  acetilici  e  propionilici. Nello  Schema  15  viene  riportato  il  meccanismo  di 

degradazione della catena laterale proposto da B. Philipp per acido colico [52].
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Schema 15  
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Un prerequisito per la β-ossidazione della catena laterale è l’attivazione del 3-cheto-1,4-

diene derivato dell’acido colico con coenzima A [52]. Il colil-CoA, così formato, viene 

deidrogenato in C22-C23, il doppio legame viene idrolizzato con formazione del C22-idrossi 

derivato e successivamente ossidato a chetone (β-ossidazione). Questo passaggio permette 

l’uscita  del  gruppo  acetilico  come  acetil-CoA,  portando  ad  una  prima  parziale 

degradazione della catena. La successiva C17-C18-deidrogenazione e l’addizione di acqua al 

doppio  legame  porta  all’uscita  di  propionil-CoA con  formazione  del  carbonile  in  C17 

ottenendo così 1,4-diene-3,17-dione derivato (analogo dell’androstadienedione ADD).

La formazione di colil-CoA oltre ad a CoA-esteri di cheto colato e 1,4-3-chetocolato, è 

stata riscontrata in estratti di cellule di  Pseudomonas sp. (ceppo Cho11). Tuttavia non è 

ancora chiaro se l’ossidazione dell’anello A preceda l’attivazione con CoA o se i CoA-

esteri siano i substrati per le deidrogenazioni a carico dell’anello A.

In studi con diverse  Pseudomonas sp. sulla degradazione di acido colico [55] sono stati 

isolati  composti  steroidici  la  cui  struttura  concorda  con  la  degradazione  della  catena 

laterale acilica tramite β-ossidazione.

C9-Idrossilazione

Nella  via  degradativa  degli  acidi  biliari,  gli  analoghi  di  ADD  sono  soggetti  a  C9-

idrossilazione a livello dell’anello B. Tale reazione è catalizzata da 3-chetosteroide-9 -

idrossilasi.  Questo  enzima,  isolato  da  Mycobacterium  tubercolosis e  Rhodococcus  

rhodochrous,  è  un’ossigenasi  di  tipo  Rieske  formata  da  due  componenti  [56]  [57].  La 

componente reduttasica KshB sembra interagire con altre ossigenasi ed è inoltre coinvolta 

in vari processi cellulari. KshA invece è la componente ossigenasica specifica per ADD ed 

i suoi analoghi [58]. Ceppi di  Comamonas testosteroni TA441 epimerizzano da  a   β il 

gruppo idrossilico presente in posizione C-12 di acido colico [59] così come Pseudomonas 

sp. [55]. In questi ceppi l’epimerizzazione sembra facilitare la C9- idrossilazione. Dato che 

non è noto se questa epimerizzazione avvenga in tutti  i  batteri  che degradano gli  acidi 

biliari, non viene riportata la stereochimica dell’ossidrile in posizione C-12 nello schema 

14. 
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9,10-Secosteroidi

I  9,10-secosteroidi,  così  denominati  in  quanto  derivanti  dall’apertura in  posizione  9,10 

dell’anello B, sono molecole che, in molti casi, presentano attività biologica. La molecola 

più rappresentativa di questa classe di composti è la vitamina D, la cui funzione principale 

è quella di facilitare il deposito di calcio a livello osseo, oltre a regolare il metabolismo 

dello stesso ione calcio e del fosforo. 

In letteratura vengono riportati lavori riguardanti l’attività biologica di 9,10-secosteroidi di 

origine  marina.  Queste  molecole  sono  state  isolate  da  gorgonie  appartenenti  ai  generi 

Astrogorgia,  Calicogorgia e  Muricella. L’astrogorgiadiolo,  (Figura  8),  isolato  da  una 

gorgonia  raccolta  nell’isola  di  Okino-shima  e  appartenente  al  genere  Astrogorgia, 

rappresenta il primo esempio di 9,10-secosteroide ottenuto da un organismo marino. 

Figura 8. Astrogorgiadiolo

Astrogorgiadiolo è un analogo strutturale della vitamina D ed è stato dimostrato che è in 

grado  di  inibire  la  divisione  cellulare  di  uova  fertilizzate  di  stelle  marine  (Asterina 

pectinifera) alla concentrazione di 50 µg/ml [60]. 

Calicoferolo  A  e  calicoferolo  B  (Figura  9)  sono  9,10-secosteroidi  molto  simili  ad 

astrogorgiadiolo e sono stati isolati da gorgonie appartenenti al genere Calicogorgia. 
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Figura 9

Queste molecole hanno una potente attività letale nei confronti di larve di gamberetti di 

acqua salata [61]. 

Un gruppo di altri sette secosteroidi (calicoferoli C-I) (Figura 10), isolati da gorgonie del 

genere  Muricella,  mostrano  diverse  attività  biologiche.  In  particolare  calicoferolo  D 

presenta attività antivirale nei confronti di HSV I e II (EC50 1.2 g/ml) e polio virus (EC50 

0.4 g/ml) [62]. 

Figura 10

I calicoferoli  F-I  (Figura  10)  mostrano  attività  citotossica  contro  la  linea  cellulare 

leucemica umana K-562 [63]. 

Alcuni  di  questi  secosteroidi  come  ad  esempio  astrogorgiadiolo,  presentano  attività 

inibitoria nei confronti di diverse protein-chinasi [64].

La  presenza  del  chetone  in  posizione  C-9  aumenta  drasticamente  l’attività  inibitoria 

rispetto al suo analogo avente un idrossile in tale posizione. 
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L’inibizione si esplica contro le seguenti proteine:

o ALK (anaplastic lymphoma kinase);

o AXL;

o FAK (focal adhesion kinase);

o IGF-1R (insulin-like growth factor receptor-1);

o VEGF-R2 (vascular endothelial growth factor- receptor-2);

o Famiglia delle chinasi SRC.

E’ stata inoltre testata l’attività antivirale di estratti microbici di campioni marini. In tali 

estratti  è  stato  dimostrato  che  sono  presenti  vari  secosteroidi  tra  i  quali  anche  9,10-

secosteroidi [65]. 

In particolare sono state valutate l’attività citotossica di estratti marini in cellule Vero (linea 

cellulare continua ottenuta da reni di  Cercopithecus aethiops), l’attività antivirale contro 

HSV-1, vescicular stomatitis virus (VSV), vaccinia virus e polio virus-1, la capacità di 

combattere l’infezione virale (per inattivazione del virus o per inibizione dell’entrata del 

virus nella cellula) ed infine l’inibizione della replicazione virale.

Il gruppo di ricerca col quale ho lavorato durante i tre anni di dottorato è impegnato da 

molti anni nello studio delle biotrasformazioni di acidi biliari, con lo scopo di valorizzare i 

sottoprodotti industriali provenienti dalla lavorazione della bile. 

Essendo gli acidi biliari ed i loro derivati considerati delle molecole assai interessanti, i 

lavori svolti dal gruppo di ricerca si sono incentrati sullo studio di microorganismi che, 

grazie al loro pool enzimatico, siano in grado di biotrasformare in modo selettivo le varie 

funzioni  ossidriliche  degli  acidi  biliari  sfruttando  la  regio-  ed  enantioselettività  degli 

enzimi. Tale interesse è anche dovuto al contratto di collaborazione tuttora esistente con 

l’azienda ICE di Reggio Emilia che lavora acidi biliari ed è il maggior produttore mondiale 

di UDCA. 

Il lavoro oggetto di questa tesi, finanziato dall’azienda ICE, s’inserisce in questo progetto 

di ricerca e ha come target l’individuazione di batteri in grado di biotrasformare gli acidi 

biliari  con  lo  scopo  di  inserirli  nel  ciclo  produttivo  di  acido  ursodesossicolico  o  di 

valorizzarli come building-blocks per la sintesi di altre molecole steroidiche.
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CAPITOLO 2

Biotrasformazioni di acidi biliari
con Rhodococcus spp.
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        Questo lavoro di tesi è stato finanziato dalla ditta ICE srl di Reggio Emilia, azienda  

leader  nella  produzione  di  acido  ursodesossicolico  (UDCA),  principio  attivo  per  la 

calcolosi biliare, da acido colico e acido chenodesossicolico presenti, rispettivamente, nella 

bile bovina e suina.

           In questo lavoro di tesi lo scopo principale, che ha orientato la ricerca in questi anni, 

è stato testare ceppi microbici di varia provenienza in grado di effettuare, grazie al loro 

pool enzimatico, reazioni a carico di acidi biliari che portino al recupero di prodotti di 

scarto della lavorazione della bile.

     Un primo prodotto di “scarto” è l’acido iodesossicolico 1a, il principale componente 

(40% in peso) della bile suina. Lo scopo della ricerca è quello di utilizzare anche questa 

molecola  per  la  sintesi  di  UCDA.  Per  fare  questo  uno  dei  passaggi  fondamentali  è 

l’ossidazione selettiva dell’ossidrile in posizione C-6 (Schema 1) e quindi sono stati testati 

vari ceppi microbici alla ricerca di 6 -idrossisteroide deidrogenasi (6 -HSDH). 

Schema 1   

    Il  secondo substrato che è stato oggetto di ricerca in questo screening microbico è 

l’acido desossicolico  1b, prodotto di “scarto” (20% in peso) della lavorazione della bile 

bovina.  Anche  in  questo  caso  si  è  cercato  di  introdurre  questo  acido  biliare  nel  ciclo 

produttivo di UDCA ricercando microrganismi in grado di idrossilare la posizione C-7 di 

tale molecola (Schema 2).

      Avere microrganismi in grado di effettuare queste reazioni (C-7 idrossilazione e C-6 

ossidazione) permetterebbe di utilizzare questi substrati nel ciclo produttivo ottenendo rese 

più alte in principio attivo partendo dalla stessa quantità di bile essiccata con conseguente 

abbattimento dell’impatto ambientale. Oltre a questo obiettivo primario, l’utilizzo di queste 
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molecole  come  substrati  di  biotrasformazioni  potrebbe  portare  a  prodotti  diversi 

potenzialmente utilizzabili in altri campi commerciali. 

Schema 2 

         Inizialmente il mio lavoro ha riguardato la scelta dei microrganismi da testare sulla 

base delle diverse caratteristiche tassonomiche e procedere allo screening. Sono state fatte 

biotrasformazioni preliminari su scala analitica su una vasta gamma di batteri presenti in 

collezione o selezionati in luoghi opportuni e da tale lavoro è emerso che alcuni ceppi 

appartenenti  al  genere  Rhodococcus sono  particolarmente  attivi  nei  confronti  di  acidi 

biliari  e  di  steroidi  in  genere  come anche dimostrato  nei  numerosi  articoli  riportati  in 

letteratura [66] [67].

Il genere Rhodococcus, appartenente alla famiglia degli Actinomiceti, [68] è formato da 15 

specie.  I  Rhodococci  sono  batteri  gram-positivi,  aerobi  obbligati,  non  mobili  e  non 

sporulanti che si trovano solitamente nel suolo e in ambienti acquatici e sono considerati 

molto importanti in quanto utilizzabili a livello industriale. Diversi studi hanno dimostrato 

come i ceppi appartenenti  a questo genere siano in grado di crescere sia in condizioni 

mesofile [69] sia in condizioni psicrofile [70].

Sono  in  grado  di  degradare  un  gran  numero  di  composti  organici,  incluse  molecole 

altamente  tossiche  e  difficili  da  smaltire.  La  versatilità  del  genere  Rhodococcus nella 
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degradazione di  un ampio numero di  molecole è  dovuta alla capacità di  acquisire  una 

gamma diversificata di geni catabolici e alla fisiologia cellulare.

Rhodococcus sembra aver adottato una strategia di ipericombinazione [71] associata al suo 

vasto genoma. In particolare, i ceppi di Rhodococcus ospitano grandi plasmidi lineari che 

contribuiscono  alla  loro diversità  catabolica agendo  come “mass  storage” per  un  gran 

numero di geni catabolici.  In letteratura sono sempre di più i  lavori  che dimostrano la 

presenza di percorsi multipli e geni omologhi i quali aumentano ulteriormente la versatilità 

catabolica e l’efficienza di Rhodococcus [72]. 

I  ceppi  di  Rhodococcus sono dotati  di  enzimi  che  catalizzano reazioni  biologicamente 

rilevanti  quali  la  biodesulforizzazione  di  combustibili  fossili,  [73]  la  degradazione  di 

policlorobifenili (PCB) [74] e l'utilizzo di una grande varietà di  altri  composti  organici 

come fonti di energia [69]. Sono in grado di degradare idrocarburi alogenati, [75] a catena 

lunga  o  corta,  inoltre  metabolizzano  numerosi  composti  aromatici  ed  eteroaromatici 

alogenati e diversamente sostituiti. [71]. 

Rhodococcus,  viene molto utilizzato a livello commerciale come biocatalizzatore per la 

degradazione di combustibili fossili, [76] di steroidi bioattivi [72] e di acrilamide [77]. La 

produzione di diossigenasi da Rhodococcus per la degradazione dei PCBs [78] è diventata 

sempre  più  importante  per  i  ricercatori  in  quanto  step  iniziale  della  degradazione  di 

composti biologicamente tossici. La versatilità del genere Rhodococcus inoltre, può essere 

sfruttata in bioremediation in quanto potenziali decontaminanti di terreni inquinati e corsi 

d'acqua.

In questo lavoro di tesi sono stati utilizzati alcuni ceppi appartenenti a questo genere (i.e. 

R. zopfii, R. baikonurensis, R. globerulus, R. atherovorans, R. coprophilus,  R. sp., R. sp.  

R312, R. ruber, R. rhodnii, R. rodochrous, R. equi, R. erytrhropolis, R. fasciens, R. opacus, 

R. rhodococcus)  e  sono stati  sottoposti  ad uno screening iniziale  per  verificare la  loro 

capacità biotrasformativa nei confronti di acido iodesossicolico  1a e acido desossicolico 

1b.

La procedura utilizzata per le biotrasformazioni su scala analitica prevede l’inoculo dei 

batteri  in  10  ml  di  terreno  liquido  PCB.  Le  colture  vengono  tenute  in  agitazione  a 

temperatura controllata (30 °C) per 48 ore per permetterne la crescita e successivamente 

viene addizionato il substrato come sale sodico sciolto in acqua in concentrazione di 1 g/l. 

L’incubazione continua nelle stesse condizioni e le biotrasformazioni vengono monitorate 
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per TLC. Le biotrasformazioni risultate positive vengono ripetute su scala preparativa, i 

prodotti di reazione vengono poi estratti, purificati mediante cromatografia su colonna e 

caratterizzati mediante spettroscopia 1H-NMR, 13CNMR ed in alcuni casi con spettrometria 

di massa (ESI-MS).

In questo capitolo vengono riportate le biotrasformazioni che hanno dato prodotti noti in 

letteratura  mentre  le  biotrasformazioni  che  hanno  fornito  molecole  nuove  verranno 

discusse nei capitoli successivi.

I  prodotti  ottenuti  per  biotrasformazione  dell’acido  iodesossicolico  1a possono  essere 

riassunti nello Schema 3 e le rese relative sono riportate in Tabella 1.

Schema 3

Tabella 1. Biotrasformazioni dell’acido iodesossicolico 1a

Microrganismi

Tempo

(h)
Prodotti 

2a 3a 4a 5a

Rhodococcus globerulus 48 33% 34% 28%

Rhodococcus sp. R312 120 40% 36%

Rhodococcus sp. 48 20%
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Rhodococcus baikonurensis degradazione

Rhodococcus rodochrous degradazione

Rh. globerulus produce il 3-cheto derivato 2a (33%) per ossidazione dell’ossidrile in C-3. 

Insieme a questo prodotto si ottiene il 3,6-dicheto derivato 3a (34%) per ossidazione in C-6 

e il 3-cheto-1,4-diene derivato 5a (28%) per deidrogenazione in posizione C1-C2 e C4-C5. 

Con Rhodococcus sp. R 312 invece sono stati isolati, con rese molto simili, il 3,6-dicheto-

1-ene derivato 4a (40%) e il 3-cheto,1,4-diene derivato 5a (36%) con un percorso analogo 

a  Rh. globerulus.  Unico prodotto di biotrasformazione con  Rhodococcus sp.  è infine il 

prodotto  5a con resa del 20%. In nessun caso i prodotti ottenuti mostrano degradazione 

della catena laterale presente in posizione C-17. 

Rh. baikonurensis e  Rh. rodochrous  degradano completamente il substrato senza fornire 

prodotti di biotrasformazione

Rh. erytrhropolis ha fornito in 24 h di biotrasformazione un prodotto, non riportato nella 

tabella  precedente,  in  quanto  si  tratta  di  un  nuovo  metabolita  (acido  3,4,9β-triidrossi-

6β,9 -epossi-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-triene-22-oico,  resa 20%, descritto nel 

Capitolo 3) la cui caratterizzazione viene riportata nel Capitolo 3 dove verranno discussi i 

risultati delle biotrasformazioni condotte con Rh. zopfii, Rh. aetherovorans e Rh. ruber.  

Infine  i  ceppi  Rh.  coprophilus,  Rh.  rhodnii,  Rh.  equi,  Rh.  opacus,  Rh.  fasciens  e  Rh.  

rhodococcus non  sono  stati  in  grado  di  biotrasformare,  anche  dopo  144  h,  l’acido 

iodesossicolico 1a che totalmente viene recuperato.

Nello Schema 4 e in Tabella 2 vengono riportati i prodotti ottenuti per biotrasformazione 

con i ceppi di Rhodococcus dell’acido desossicolico 1b. 

Analogamente a quanto descritto per 1a, le biotrasformazioni dell’acido desossicolico 1b 

con  Rhodococcus globerulus  danno prodotti derivanti da ossidazioni selettive di diverse 

posizioni del nucleo steroideo. In particolare si ottengono il 12-cheto derivato 6b (16%) e 

il 3,12-dicheto derivato 7b (64%) (Schema 4). Seguendo una via analoga alla precedente, 

Rhodococcus coprophilus e Rhodococcus sp.  forniscono il 3-cheto-4-ene derivato 8b con 

rese  rispettivamente del 72% e 45%. Il composto  8b deriva dal prodotto ossidato in C-3 

che non è presente nella miscela di reazione.
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Anche in questo caso alcuni ceppi (i.e. Rh. rhodococcus, Rh. zopfii, Rh. erytrhropolis e Rh.  

Rhodochrous)  degradano  completamente  il  substrato  senza  fornire  prodotti  di 

biotrasformazione quantificabili.

Schema 4

 Tabella 2. Biotrasformazioni dell’acido desossicolico 1b

Microrganismi
Tempo

(h)
Prodotti

6b 7b 8b
Rhodococcus globerulus 48 16% 64%
Rhodococcus coprophilus 72 72%

Rhodococcus sp. 144 45%
Rhodococcus rhodococcus 24 degradazione

Rhodococcus zopfii 24 degradazione
Rhodococcus rhodochrous 24 degradazione
Rhodococcus erytrhropolis 24 degradazione

Il  ceppo  Rh.  ruber  genera un nuovo prodotto (acido 3,12-diidrossi-9-cheto-9,10-seco-

23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-triene-22-oico) che verrà discusso nel dettaglio nel capitolo 4, 

lo  stesso  prodotto  viene  generato  anche  nelle  biotrasformazioni  con  Rh aetherovorans 

(40%) Rh. baikonurensis (56%).

Infine i ceppi Rh. sp., Rh sp. R312, Rh. equi, Rh. fasciens  e  Rh. opacus non hanno dato 

nessun prodotto di biotrasformazione. 
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Parte sperimentale

Biotrasformazioni di 1a e 1b su scala analitica. 

Procedura generale

        I batteri del genere  Rhodococcus,  conservati a 4°C in slant su Plate Count Agar 

(PCA), composto da triptone (5 g/l), estratto di lievito (2.5 g/l), glucosio (1 g/l) ed agar (15 

g/l), sono stati trasferiti sotto cappa a flusso laminare in beute da 50 ml contenenti 10 ml di 

Plate Count Broth (PCB), composto da triptone (5 g/l), estratto di lievito (2.5 g/l), glucosio 

(1 g/l), sterilizzato in autoclave a 121°C per 15 minuti. Le colture liquide vengono incubate 

a 30 °C per 48h, sotto agitazione a 110 rpm. Dopo 48 h di crescita, si aggiunge il substrato 

come sale sodico alla concentrazione di 1g/l (0.2 ml di una soluzione preparata sciogliendo 

50 mg in un ml di  acqua distillata).  Le biotrasformazioni  mantenute a  30°C, vengono 

seguite per TLC a 24 e 48 ore; si prelevano 0.4 ml di miscela di reazione, si acidifica con 

0.4 ml di HCl 1M e si estrae con 0.4 ml di etile acetato. Per l’acido iodesossicolico 1a si 

utilizza  come eluente  una  miscela  di  etile  acetato  ed  acido  acetico  (50:1),  mentre  per 

l’acido desossicolico 1b una miscela di etile acetato, cicloesano ed acido acetico (70:30:2). 

Per rivelare gli  acidi biliari  e i  loro prodotti  viene utilizzata  una soluzione nebulizzata 

costituita da acido fosfomolibdico (H3Mo12O40P), acido solforico ed acetico in proporzioni 

2.5:2.5:5 e le piastrine vengono riscaldate (circa 120°C) allo scopo di rendere visibili i 

prodotti.

Nella  Figura  1  vengono  riportati  esempi  di  lastre  cromatografiche  relative  ad  alcune 

biotrasformazioni condotte rispettivamente con acido iodesossicolico  1a e desossicolico 

1b.

       

Figura 1.

I risultati dello screening vengono riportati in Tabella 3.

Tabella 3. Screening biotrasformativo di ceppi di Rhodococcus con YDCA 1a e DCA 1b

ceppo 1a 1b
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Rh. zopfii si degradazione
Rh. baikonurensis degradazione si
Rh. globerulus si si
Rh aetherovorans si si
Rh. coprophilus no si
Rh. sp. si si
Rh. sp. R312 si no
Rh. ruber si si
Rh. rhodnii no no
Rh. rhodochrous degradazione degradazione
Rh. equi no no
Rh. erytrhropolis si degradazione
Rh. fasciens no no
Rh. opacus no no
Rh. rhodococcus no degradazione
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Biotrasformazioni di 1a e 1b su scala preparativa. 

Procedura generale

In una beuta da 50 ml contenente 10 ml di terreno fresco PCB viene inoculato il ceppo di  

Rhodococcus  selezionato e fatto  crescere per 24 h a  30°C sotto  agitazione a 110 rpm. 

Questo pre-inoculo viene aggiunto in una beuta da 500 ml contenente 200 ml di terreno 

PCB fresco. Dopo 72 h di crescita si aggiunge il sale sodico dell’acido biliare (200 mg). 

L’andamento della biotrasformazione è stato seguito per TLC con prelievi giornalieri. A 

fine  biotrasformazione  le  colture  sono  state  centrifugate  per  eliminare  le  cellule.  Il 

surnatante è stato acidificato con HCl 37% fino a pH 2-3 ed estratto con etile acetato (3 x 

200 ml). Le fasi organiche riunite sono state anidrificate con l’aggiunta di sodio solfato 

anidro, successivamente rimosso per filtrazione.

Dopo evaporazione del solvente, i prodotti sono stati cromatografati su colonna di gel di 

silice  per  purificare  i  prodotti  di  reazione  (gli  eluenti  vengono  riportati  nelle  singole 

preparative). 
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Biotrasformazione di acido iodesossicolico 1a con Rhodococcus globerulus

Si lavora come da procedura generale partendo da 200 mg di acido iodesossicolico  1a. 

Dopo 48 h, la cromatografia della miscela di reazione su colonna di gel di silice (eluente n-

esano/etile acetato/acido acetico 50:50:2) ha fornito il 3-cheto derivato 2a (65 mg, 33%), il 

3,6-dicheto derivato 3a (67 mg, 34%) e il 3-cheto-1,4-diene derivato 5a (55 mg, 28%).

L’acido  3-cheto-6-idrossi-5-colan-24-oico 2a  mostra  le  seguenti  caratteristiche 

spettroscopiche: 1H-NMR (CDCl3) segnali selezionati:  0.7 (s, 3H CH3-18), 0.9 (d, 3H, J = 

7Hz CH3-21), 1.0 (s, 3H CH3-19), 4.2 (m, 1H, H-6). [30]

L’acido 3,6-dicheto-5-colan-24-oico 3a mostra le seguenti caratteristiche spettroscopiche: 

1H-NMR (CDCl3) segnali selezionati:   0.7 (s, 3H CH3-18), 1.0 (s, 3H CH3-19) (d, 3H 

CH3-21). [79]

L’acido  6-idrossi-3-osso–colan-1,4-dien-24-oico 5a  mostra  le  seguenti  caratteristiche 

spettroscopiche: 1H-NMR (CDCl3) segnali selezionati:  0.8 (s, 3H CH3-18), 1.2 (d, 3H, J = 

7Hz CH3-21), 1.3 (s, 3H CH3-19), 4.5 (ddd, 1H, J = 10.7 e 1Hz, H-6), 6.2 (dd, 1H, J = 10 e 

1 Hz ,H-2), 6.4 (s, 1H, H-4), 7.2 (d, 1H, J = 10Hz, H-1). [80]
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1H NMR di acido 3-cheto-6-idrossi-5-colan-24-oico 2a
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1H NMR di acido 3,6-dicheto-5-colan-24-oico 3a
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1H NMR di acido 6-idrossi-3-osso–colan-1,4-dien-24-oico 5a
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Biotrasformazione di acido iodesossicolico 1a con Rhodococcus sp. R312

Si lavora come da procedura generale partendo da 200 mg di acido iodesossicolico  1a. 

Dopo 120 h, la cromatografia della miscela di reazione su colonna di gel di silice (eluente 

n-esano/etile  acetato/acido  acetico  50:50:2),  ha  fornito  il  3-cheto-1,4-diene  5a (71  mg, 

36%) e il 3,6-diketo-1-ene 4a (79 mg, 40%).

L’acido  3,6-dicheto–colan-1-ene-24-oico 4a  mostra  le  seguenti  caratteristiche 

spettroscopiche: 1H-NMR (CDCl3) segnali selezionati, , 1.0 (s, 3H, CH3-19) (d, 3H, CH3-

21), 1.1 (s, 3H, CH3-18), 6.0 (dd, 1H, J = 10 e 1Hz, H-2), 7.1 (d, 1H, J = 10Hz, H-1). 
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1H NMR di acido 3,6-dicheto–colan-1-ene-24-oico 4a
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Biotrasformazione di acido iodesossicolico 1a con Rhodococcus sp.

Si lavora come da procedura generale partendo da 200 mg di acido iodesossicolico  1a. 

Dopo  48  h,  la  cromatografia  della  miscela  di  reazione  su  colonna  di  gel  di  silice, 

utilizzando come eluente n-esano/etile acetato/acido acetico 50:50:2, ha fornito come unico 

prodotto di reazione il 3-cheto-1,4-diene 5a (40 mg, 20%). 
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Biotrasformazione di acido desossicolico 1b con Rhodococcus globerulus

Si lavora come da procedura generale  partendo da 200 mg di acido desossiclolico  1b. 

Dopo 24 h, la cromatografia della miscela di reazione su colonna di gel di silice (eluente n-

esano/etile acetato/acido acetico 60:40:1) ha fornito il 12-cheto derivato 6b (32 mg, 16%) e 

il 3,12-dicheto derivato 7b (126 mg, 64%).

L’acido  3-idrossi-12-dicheto-5-colan-24-oico 6b  mostra  le  seguenti  caratteristiche 

spettroscopiche: 1H-NMR (CDCl3) picchi selezionati:  δ 0.8 (d, 3H, CH3-21), 1.0 (s, 3H, 

CH3-18) (s, 3H, CH3-19), 3.6 (m, 1H, H-3). [81]

L’acido  3,12-dicheto-5-colan-24-oico 7b  mostra  le  seguenti  caratteristiche 

spettroscopiche: 1H-NMR (CDCl3) picchi selezionati:  δ 0.8 (d, 3H, CH3-21) 1.05 (s, 3H, 

CH3-19), 1.1 (s, 3H, CH3-18). [81]
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1H NMR di acido 3-idrossi-12-dicheto-5-colan-24-oico 6b

56



1H NMR di acido 3,12-dicheto-5-colan-24-oico 7b
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Biotrasformazione di acido desossicolico 1b con Rhodococcus coprophilus e 

Rhodococcus sp.

Si lavora come da procedura generale partendo da 200 mg di acido desossiclolico 1b.  Per 

quanto riguarda  Rhodococcus coprophilus dopo 48 h, la cromatografia della miscela di 

reazione su colonna di gel di silice (eluente n-esano/etile acetato/acido acetico 60 : 40 : 1) 

ha fornito l’acido 3-cheto-12-idrossi–colan-4-ene-24-oico 8b (142 mg, 72%).

Nel caso di  Rhodococcus sp. dopo 144 h, la cromatografia della miscela di reazione su 

colonna di gel di silice (eluente n-esano/etile acetato/acido acetico 60 : 40 : 1) ha fornito il  

prodotto 8b (89 mg, 45%).

L’acido  3-cheto-12-idrossi–colan-4-ene-24-oico 8b mostra  le  seguenti  caratteristiche 

spettroscopiche: 1H-NMR (CD3OD) picchi selezionati: δ 0.8 (s, 3H, CH3-18), 1.0 (d, 3H, J= 

6 Hz, CH3-21), 1.1 (s, 3H, CH3-19), 4.05 (s, 1H, H-12) 5.7 (s, 1H, H4). [82]

8b
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1H NMR di acido 3-cheto-12-idrossi–colan-4-ene-24-oico 8b
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CAPITOLO 3

9,10-Secosteroidi da acido iodesossicolico
con Rhodococcus spp.
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In questo capitolo vengono riportati  i  risultati  ottenuti nelle biotrasformazioni di alcuni 

ceppi  di  Rhodococcus con  acido  iodesossicolico  1.  Questo  lavoro  è  stato  oggetto  di 

pubblicazione (vedi allegato A). 

Come precedentemente riportato nel Capitolo 1 gli acidi biliari, oltre al noto processo di 

trasformazione anaerobica nel tratto intestinale, vengono degradati da molti batteri. Queste 

degradazioni (Capitolo 1) procedono attraverso: a) ossidazione in C3; b) deidrogenazione 

dei  legami  C1-C2  e  C4-C5;  c)  rimozione  della  catena  laterale  attraverso  due  passaggi 

consecutivi  di  β-ossidazione;  d)  idrossilazione  in  C9 mediata  da  KSH  con  apertura 

dell’anello B e formazione di 9,10-secosteroidi; e) vari passaggi per ottenere la completa 

mineralizzazione a CO2.  Considerando il grande numero di 17-cheto-secosteroidi isolati 

dalle  degradazioni  batteriche  di  steroidi  [47]  [52],  la  presenza  di  un  gruppo  17-cheto 

sembra essere un prerequisito per l’idrossilazione con KSH. C’è solo un esempio di un 

9,10-secosteroide ottenuto dalla degradazione batterica che mantiene la catena laterale in 

C17 (i.e.  la  degradazione del  colesterolo  e  dei  fitosteroli  con  Mycobacterium fortuitum 

[83]). Inoltre è risultato attivo R. rhodochrous nei confronti di progesterone, steroide che 

presenta un gruppo acetilico in C17 [57], ma l’atteso 9,10-secosteroide non è stato isolato. 

In  questo lavoro per  la  prima volta  sono stati  ottenuti,  e  completamente  caratterizzati, 

nuovi  9,10-secosteroidi  con  parziale  degradazione  della  catena  in  C17 dalle 

biotrasformazioni  di  acido  iodesossicolico  con  Rhodococcus  spp.  (i.e. Rhodococcus  

atherovorans, Rhodococcus ruber e Rhodococcus zopfii) (Schema e Tabella 1)

Tabella 1. Biotrasformazioni di acido iodesossicolico 1 con Rhodococcus spp.

Ceppo Tempo
(h)

2
(resa %)

3
(resa %)

4
(resa %)

5
(resa %)

Rh. ruber 24 27 32 10
Rh. atherovorans 24 30 45
Rh. zopfii 24 23 24 30
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Schema

La biotrasformazione di acido iodesossicolico 1 (1 g/l) con Rh. ruber fornisce, dopo 24 ore 

di  incubazione  a  28°C,  l’acido  6 -idrossi-3-cheto-23,24-dinorcolan-1,4-diene-22-oico   3 

(27%),  precedentemente caratterizzato come estere  metilico [84],  insieme ai  due nuovi 

9,10-secosteroidi,  l’acido  3,9β-diidrossi-6ξ,9 -epossi-9,10-seco-23,24-dinorcolan-

1,3,5(10)-triene-22-oico 4 (32%) e l’ acido 3,4,9β-triidrossi-6β,9 -epossi-9,10-seco-23,24-

dinorcolan-1,3,5(10)-triene-22-oico 5 (10%). Tutti i prodotti ottenuti mostrano una parziale 

degradazione della catena in C17.

I composti 3 e 4 vengono ottenuti anche con R. atherovorans (30 e 45%, rispettivamente) 

mentre  la  biotrasformazione  con  Rh.  zopfii fornisce  il  nuovo acido 6-idrossi-3-cheto-

23,24-dinor-5-colan-22-oico 2 (23%) insieme all’1,4-diene derivato 3 (resa del 24%) e al 

9,10-secosteoride diidrossilato 5 (30%). 

La  via  metabolica  che  porta  alla  formazione  di  questi  prodotti  è  rappresentata  nello 

Schema. Il 3-cheto derivato 2 si forma per ossidazione dell’ossidrile in posizione C3 e per 

parziale  degradazione  della  catena  laterale  dell’acido  iodesossicolico  1.  Il  composto  2 

viene quindi ossidato in posizione C1-C2 e C4-C5 generando il 3-cheto-1,4-diene derivato 3, 
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che viene successivamente idrossilato in C9 da 3-chetosteroide-9-idrossilasi (KSH). La 

C9-idrossilazione  porta  alla  rottura  spontanea  del  legame  C9-C10,  con  formazione  del 

carbonile  in C9.   In questo caso il  prodotto di apertura,  data la  presenza di un gruppo 

ossidrilico in C6, riarrangia per attacco nucleofilo del gruppo ossidrilico sul carbonile in C9 

portando ai due secosteroidi in forma emiacetalica 4 e 5. 

Il riarrangiamento emiacetalico compiuto dopo la rottura spontanea dell’anello B è stato 

precedentemente  riportato  per  la  degradazione  dell’acido  iodesossicolico  1 ma  con  la 

completa degradazione della catena laterale in C17 a gruppo carbonilico [85].  Inoltre, la 

seconda entrata di un gruppo ossidrilico in posizione C4 dell’anello benzenico che porta 

alla  formazione  del  derivato  catecolico  5 non  è  mai  stata  riportata  per  l’acido 

iodesossicolico  1 e  non  è  possibile  determinare  se  avvenga  sul  9,10-secosteroide 

intermedio (forma aperta) o sull’emiacetale 4. 

Dal momento che in letteratura viene riportato un solo esempio di 9,10-secosteroide con 

una  parziale  degradazione  della  catena  laterale  in  C17 isolato  dalla  degradazione  del 

colesterolo [83], ed è noto che l’drossilazione in C9 degli acidi biliari da parte della KSH 

avviene esclusivamente dopo la completa degradazione della catena laterale in C17 [52], in 

questo lavoro viene riportato il primo esempio di 9,10-secosteroidi derivanti da acidi biliari 

che  preservano  una  parziale  catena  laterale  in  C(17).  La  caratterizzazione  dei  nuovi 

metaboliti 2, 4, e 5, è stata ottenuta grazie metodologie spettroscopiche integrate come MS, 

IR, NMR e NMR-2D.

I dati dei vari composti sono riportati nella Tabella 12 e nella Tabella 3.
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Tabella 2. 1H-NMR di 4 (400 MHz) e 5 (300 MHz) in CD3OD; δ in ppm; J in Hz.
4 5

H-C(1) 6.92 (d, J = 8.0) 6.43 (dd, J = 8.2, 0.8)
H-C(2) 6.66 (dd, J = 8.0, 2.7) 6.53 (d, J = 8.2)
H-C(4) 6.99 (d, J = 2.7) --
H-C(6) 5.40 (dd, J =9.1, 6.4) 5.26 (d, J = 7)
CH2(7) 2.11 (m)a /2.11 (m)a 2.02 (m)b/2.13 (m)c

H-C(8) 2.14 (m)a 2.41 (m)
CH2(11) 1.80 (m)e /2.17 (m)a 2.24 (m)b /2.32(m)c

CH2(12) 1.37 (m)/1.92 (m)d 1.47 (m)c /1.85(m)c 
H-C(14) 1.54 (m) 1.28 (m)
CH2(15) 1.25 (m)/1.84 (m)d 1.19 (m)/1.68 (m)
CH2(16) 1.48 (m)/1.89 (m)d 1.43 (m)/1.97 (m)
H-C(17) 1.66 (m) 1.61 (m)
Me(18) 0.81 (s) 0.87 (s)
Me(19) 2.22 (s) 2.12 (s)
H-C(20) 3.39 (m) 2.37 (m)
Me(21) 1.22 (d, J = 6.8) 1.22 (d, J = 6.8)

a ) - d) multipletti sovrapposti.

Tabella 3. 13C-NMR di 4 (100 MHz) e 5 (75 MHz) in CD3OD; δ in ppm.
 4 5

C(1) 131.9 121.6
C(2) 114.9 115.2
C(3) 156.7 143.6
C(4) 113.9 140.4
C(5) 143.5 123.4
C(6) 78.6 75.3
C(7) 36.6 41.9
C(8) 48.4 49.7
C(9) 109.7 109.3
C(10) 126.8 128.7
C(11) 28.7 31.3
C(12) 37.0 37.0
C(13) 42.9 43.2
C(14) 50.9 58.1
C(15) 26.0 25.5
C(16) 28.6 28.5
C(17) 53.4 53.1
C(18) 10.9 11.1
C(19) 18.6 17.1
C(20) 43.8 43.8
C(21) 17.8 17.7
C(22) 180.6 180.6
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Tutti i segnali di atomi di idrogeno sono stati associati a quelli direttamente legati ad atomi 

di  carbonio  mediante  esperimenti  DEPT e  HMQC 2D-NMR. I  multipletti  relativi  agli 

atomi di idrogeno vengono disposti in sequenza attraverso la tecnica COSY, portando a tre 

sistemi di spin evidenziati in grassetto in Figura 1. 

Figura 1. COSY e correlazioni chiave HMB degli emiacetali 4 e 5.

Attraverso  esperimenti  HMBC  è  stato  possibile  definire  l’accorciamento  della  catena 

laterale e l’anello emiacetalico, caratteristici del composto 4.

Il composto 5 mostra proprietà spettroscopiche molto simili a quelle del composto 4, infatti 

lo  spettro  ESI-MS  (modalità  ione-negativo)  mostra  un  picco  avente  m/z  pari  a  371 

attribuibile  allo  ione  M-H3O e l’immediata  perdita  di  acqua,  come per  il  composto  4, 

conferma  la  presenza  del  gruppo  OH  emiacetalico.  Lo  spettro  IR  mostra  solo  un 

assorbimento di un gruppo carbonilico attribuibile al gruppo carbossilico in C22.

Analogamente a quanto descritto per il composto  4 gli esperimenti  1H-NMR,  13C-NMR, 

DEPT,  HMQC  2D-NMR  E  COSY  hanno  permesso  di  definire  la  struttura  di  5, 

ulteriormente confermata dall’analisi HMBC (Figura 1). Gli spettri  1H-NMR e 13C-NMR 

dei composti 4 e 5 sono molto simili con unica eccezione riguardante i segnali aromatici; 

entrambi gli spettri 1H-NMR e 13C-NMR indicano la presenza di un gruppo OH addizionale 

in C4.

Uno stereomodello della struttura emiacetalica proposta per il composto  5 (calcolato con 

MarvinSketch  software  ver.  5.4.1.1)  dimostra  che  esiste  solo  una  configurazione  che 

genera tra H6-C6-C7-H7 un angolo diedro di circa 90° (Figura 2).
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Figura 2. Stereomodello tridimensionale di 5

 Questo stereoisomero richiede l’inversione di configurazione dell’ossidrile in posizione C6 

rispetto a quella originale dell’acido iodesossicolico (6).

In conclusione Rhodococcus atherovorans, Rhodococcus ruber e Rhodococcus zopfii nelle 

biotrasformazioni  di  acido  iodesossicolico  generano  i  tre  nuovi  prodotti  2,  4 e  5 

caratterizzati dal fatto che presentano solo una parziale degradazione della catena laterale 

in  C17.  D’altra  parte  l’acido  3-cheto-23,24-dinorcolan-1,4-diene-22-oico  3, 

precedentemente  caratterizzato  come estere  metilico,  non era  mai  stato  proposto  come 

substrato per la KSH, enzima che catalizza l’idrossilazione in C9.

D’altra  parte  la  struttura  dei  nuovi  9,10-secosteroidi  4 e  5,  riarrangiati  in  forma 

emiacetalica,  suggerisce  che  la  degradazione  della  catena  laterale  e  l’aromatizzazione 

dell’anello A non sono necessariamente processi consecutivi. Queste molecole sembrano 

molto promettenti come metaboliti biologicamente attivi e questo approccio biosintetico 

verrà applicato ad altri acidi biliari. 

La caratterizzazione dei nuovi 9,10-secosteroidi sintetizzati, la descrizione della procedura 

sperimentale e il dettaglio dei materiali e metodi utilizzati vengono riportati nell’articolo 

(allegato A) e gli spettri 1H- e 13C-NMR nell’allegato B.  
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Allegato A)
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Allegato B)
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1H NMR di acido 6-idrossi-3-cheto-23,24-dinor-5-colan-22-oico 2
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13C NMR di acido 6-idrossi-3- cheto -23,24-dinor-5-colan-22-oico 2
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1H NMR di acido 6-idrossi-3- cheto -23,24-dinor-5-colan-1,4-diene-22-oico 3
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13C NMR/DEPT di acido 6-idrossi-3- cheto -23,24-dinor-5-colan-1,4-diene-22-oico 3
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1H NMR di acido 3,9-diidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcola-1,3,5(10)-trien-

22-oico 4
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13C NMR di acido 3,9-diidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcola-1,3,5(10)-trien-

22-oico 4
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COSY di acido 3,9-diidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcola-1,3,5(10)-trien-22-
oico 4
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HMBC di acido 3,9-diidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcola-1,3,5(10)-trien-22-

oico 4
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HMQC di acido 3,9-diidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcola-1,3,5(10)-trien-22-

oico 4
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1H NMR di acido 3,4,9-Triidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcola-1,3,5(10)-

trien-22-oico 5

88



13C NMR di acido 3,4,9-triidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcola-1,3,5(10)-

trien-22-oico 5
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COSY di acido 3,4,9-triidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcola-1,3,5(10)-trien-

22-oico 5
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HMBC di acido 3,4,9-triidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcola-1,3,5(10)-trien-

22-oico 5
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HMQC di acido 3,4,9-triidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcola-1,3,5(10)-trien-

22-oico 5
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HMQC di acido 3,4,9-triidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcola-1,3,5(10)-trien-

22-oico 5
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CAPITOLO 4

9,10-Secosteroidi da acidi biliari con 
Rhodococcus ruber
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         I  nuovi  9,10-secosteroidi  ottenuti  dalla  biotrasformazione  dell’acido 

iodesossicolico  (Capitolo  3)  con  alcuni  ceppi  di  Rhodococcus,  hanno  permesso  di 

focalizzare l’attenzione su Rhodococcus ruber studiando le  biotrasformazioni  di  questo 

ceppo con altri acidi biliari (i.e. acido colico, acido desossicolico e acido iocolico). 

          Nel capitolo precedente è stato messo in evidenza che nelle biotrasformazioni di 

acido iodesossicolico i prodotti ottenuti presentavano solo una parziale degradazione della 

catena laterale in C17, e questo aveva permesso ugualmente l’-idrossilazione in posizione 

C9 da parte di KSH fornendo i due 9,10-secosteroidi riarrangiati in forma emiacetalica.

La 9-idrossilazione rappresenta è lo stadio che permette la C9-C10-apertura dell’anello B e 

l’enzima KSH utilizza come substrati i 3-cheto-1,4-diene derivati (Capitolo 1). E’ riportato 

in letteratura che l’attività di tale enzima era influenzata anche dalla configurazione del 

gruppo ossidrilico in posizione C12, ove presente [82]. Infatti in lavori precedenti a quello 

riportato nel Capitolo 3 tutti  i  9,10-secosteroidi ottenuti  dalla degradazione batterica di 

acidi  biliari  aventi  un  gruppo  idrossilico  in  posizione  C12 contengono  esclusivamente 

gruppi  -ossidrilici  [57]  [83].  Il  gene  che  codifica  per  l’enzima  che  inverte  la 

configurazione  dell’ossidrile  in  posizione  C12 è  stato  identificato  in  Comamonas 

testosteroni [83], e questa epimerizzazione sembrava facilitare l’-idrossilazione in C9. 

     In questo lavoro,  che è stato oggetto di pubblicazione (vedi allegato  A),  vengono 

riportati i risultati ottenuti dalle biotrasformazioni di diversi acidi biliari (acido colico 1a, 

acido desossicolico 1b e acido iocolico 1c) con Rhodococcus ruber, uno dei ceppi in grado 

di  produrre  9,10-secosteriodi  nelle  biotrasformazioni  con  acido  iodesossicolico  [86] 

(Schema e Tabella 1). 

Tabella 1. Biotrasformazioni degli acidi biliari 1a-1c con Rhodococcus ruber

Acido biliare Tempo
(h)

4
(resa %)

5
(resa %)

6
(resa %)

1a 24 4a (54) 5a (6)
1b 24 4b (55) 5b (20)
1c 24 6c (35)

96



Schema

      La biotrasformazione di 1a (1 g/l) con R. ruber ha fornito, dopo 24 ore di incubazione a 

28°C,  l’acido  3,7α,12α-triidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-trien-22-

oico  4a (54%) e  l’acido  3,7-diidrossi-9-cheto-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10),11-

tetraene-22-oico 5a (6%). Analogamente la biotrasformazione di 1b fornisce l’acido 3,12-

diidrossi-9-cheto-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-triene-22-oico  4b (55%) e l’acido 

3-idrossi-9-cheto-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-tetraene-22-oico  5b (20%).  In 

entrambi i casi il substrato di partenza viene completamente consumato.

I prodotti  4 e  5 si ottengono mediante un percorso comune (Schema) che procede con 

l’ossidazione del gruppo ossidrilico in posizione C3, la parziale degradazione della catena 

laterale e la deidrogenazione dei legami C1-C2 e C4-C5 con formazione del 3-cheto-1,4-

diene derivato 2 che viene poi idrossilato da KSH a livello del C9 per dare l’intermedio 3. 

L’idrossilazione in C9 comporta  la  rottura spontanea del  legame C9-C10 formando il  9-

cheto-9,10-secosteroide  4.  Successivamente,  i  composti  4a e  4b (da  1a e  1b, 

rispettivamente) sono parzialmente deidratati ai corrispondenti enoni 5a e 5b.

    Una via analoga viene seguita dalla biotrasformazione di acido iocolico 1c con R. ruber 

che  fornisce  l’acido  3-idrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10),6,8-
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pentaene-22-oico  6c con resa del 35%. In questo caso il 9,10-secosteroide  4c  non viene 

isolato ma evolve  al  derivato  furanico 6c per  attacco  del  gruppo ossidrilico  in  C6 sul 

gruppo  carbonilico  in  C9  originando  il  corrispondente  emiacetale  che  spontaneamente 

elimina due molecole d’acqua. 

Figura 1. Struttura emiacetalica di 1c

Questa  ipotesi  è  supportata  dai  derivati  emiacetalici  ottenuti  dalle  biotrasformazioni 

dell’acido iodesossicolico [86].

I  nuovi  secosteroidi  4a,  4b,  5a,  5b e  6c sono  stati  caratterizzati  grazie  metodologie 

spettroscopiche integrate come MS, IR, NMR e NMR-2D. I dati dei vari composti sono 

riportati nelle Tabelle 2, 3 e 4.
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Tabella 3. Segnali 13C-NMR selezionati di 4a, 4b, 5a e 5b. (400 MHz in CD3OD)
 4aa 4ba 5aa 5ba

C(1) 132.0 131.8 131.9 131.9
C(2) 114.1 113.6 114.1 113.7
C(3) 156.2 156.3 156.1 156.4
C(4) 117.9 116.7 118.0 116.7
C(5) 140.2 143.3 139.9 143.0
C(7) 71.8 n.a. 72.3 n.a.
C(9) 213.2 213.6 202.8 204.5
C(10) 128.4 127.7 128.5 127.6
C(11) n.a. n.a. 130.4 129.5
C(12) 73.6 73.9 159.0 159.0
C(18) 12.6 12.6 14.2 13.9
C(19) 18.8 18.5 18.7 18.5
C(21) 16.8 16.9 17.7 17.9
C(22) 180.6 180.6 179.9 180.6

n.a.: Non assegnati.

Tabella 4. Segnali 1H-NMR e 13C-NMR di 6c. (400 MHz in CD3OD)
Posizione δ(H) δ(C)
1 7.00 (d, J = 8.3) 133.1
2 6.57 (dd, J = 8.3, 2.7) 114.8
3 -- 152.9
4 7.08 (d, J = 2.7) 113.6
5 -- 125.8
6 -- 156.4
7 6.33 (s) 109.1
8 -- 122.6
9 -- 150.2
10 -- 129.4
11 2.7-2.77 (m) 22.0
12 1.67-1.76 (m)/2.21-2.29 (m) 36.4
13 -- 45.0
14 2.61-2.69 (m) 49.8
15 1.41-1.53 (m)/1.91-2.00 (m) 24.5
16 1.56-1.66 (m)/2.00-2.00 (m) 29.7
17 1.77-1.85 (m) 51.6
18 0.69 (s) 11.3
19 2.34 (s) 21.4
20 2.40-2.51 (m) 44.2
21 1.27 (d, J = 6.8) 18.0
22 -- 180.7
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        In conclusione le biotrasformazioni degli acidi colico, desossicolico e iocolico (1a, 1b 

e 1c rispettivamente) con Rhodococcus ruber producono cinque nuovi metaboliti (4a e 4b, 

5a e 5b e 6c) con la catena laterale in C17 parzialmente degradata a conferma del fatto che 

gli  acidi  3-cheto-23,24-dinorcolan-1,4-diene-22-oici  2a-2c  sono  i  substrati 

dell’idrossilazione catalizzata da KSH. La struttura di questi composti supporta l’ipotesi 

che  la  degradazione  della  catena  laterale  e  l’aromatizzazione  dell’anello  A non  sono 

necessariamente processi consecutivi. Inoltre, i  nuovi secosteroidi  4a e  4b sono i primi 

esempi  di  9,10-secosteroidi  isolati  da  degradazioni  batteriche  di  acidi  biliari,  che 

mantengono il gruppo C12-ossidrilico in posizione , quindi l’inversione di configurazione 

di tale gruppo funzionale sembra non essere necessaria per la successiva rottura dell’anello 

B. Infine, il 9,10-secosteroide 6c deriva dal riarrangiamento in forma emiacetalica di 4c e 

dalla successiva perdita di due molecole d’acqua che comporta la formazione del derivato 

furanico. 

La caratterizzazione dei nuovi 9,10-secosteroidi sintetizzati, la descrizione della procedura 

sperimentale e il dettaglio dei materiali e metodi utilizzati vengono riportati nell’articolo 

(allegato A) e gli spettri 1H- e 13C-NMR nell’allegato B.

101



Allegato A)
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Allegato B)

1H NMR di acido 3,7,12-triidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-22-

oico 4a
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13C NMR di acido 3,7,12-triidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-

22-oico 4a
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13C NMR/DEPT di acido 3,7,12-triidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-

colatrien-22-oico 4a
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1H NMR di acido 3,7-diidrossi-9-osso-11-ene-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-

22-oico 5a
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13C NMR di acido 3,7-diidrossi-9-osso-11-ene-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-

22-oico 5a
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13C NMR/DEPT di acido 3,7-diidrossi-9-osso-11-ene-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-

colatrien-22-oico 5a
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1H NMR di acido 3,12-diidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-22-

oico 4b
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1H NMR/NOE di acido 3,12-diidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-

22-oico 4b

120



121



13C NMR di acido 3,12-diidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-22-

oico 4b
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13C NMR/DEPT di acido 3,12-diidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-

colatrien-22-oico 4b
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1H NMR di acido 3-idrossi-9-osso-11-ene-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-22-

oico 5b
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13CNMR di acido 3-idrossi-9-osso-11-ene-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-22-

oico 5b
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1H NMR di acido 3-idrossi-6,8-dien-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-

22-oico 6c
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13C NMR di acido 3-idrossi-6,8-dien-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-

22-oico 6c
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COSY di acido 3-idrossi-6,8-dien-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-22-

oico 6c
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HMQC di acido 3-idrossi-6,8-dien-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinor-1,3,5(10)-colatrien-

22-oico 6c
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CAPITOLO 5

Attività antibatterica ed antifungina 
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In questo capitolo vengono discussi i risultati delle attività antibatterica e antimicotica dei 

nuovi  9,10-secosteroidi  riportati  nei  capitoli  3  e  4.  Tali  molecole,  ottenute  dalle 

biotrasformazioni degli  acidi biliari  sono risultate completamente nuove in letteratura e 

alcune  di  esse  derivano  da  prodotti  di  “scarto”  della  lavorazione  della  bile  (acido 

desossicolico  e  acido  iodesossicolico)  per  cui  si  è  pensato  di  effettuare  alcuni  test 

riguardanti la loro potenziale attività biologica. 

Sulla base di una ricerca bibliografica effettuata su molecole simili sono state valutate le 

capacità antibatteriche e antimicotiche di questi nuovi composti. 

Tali  studi  sono stati  effettuati  in  collaborazione  col  gruppo di  ricerca  del  Prof.  Gianni 

Sacchetti, presso il Dipartimento di Scienze della Vita e Biotecnologie dell’Università di 

Ferrara. 

Gli  esperimenti  sono  stati  effettuati  in  parallelo  comparando  l’attività  dei  nuovi  9,10- 

secosteroidi con l’attività degli acidi biliari  di partenza per valutare se i nuovi prodotti 

presentano attività biologica potenzialmente sfruttabile a livello industriale.

I nuovi prodotti sottoposti a test sono i seguenti:

 L’acido  3,7,12-triidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-trien-22-

oico 2a che deriva dalla biotrasformazione dell’acido colico 1a con Rhodococcus  

ruber (Schema 1);

Schema 1

 L’acido  3,12-diidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-trien-22-oico 

2b che deriva dalla biotrasformazione dell’acido colico 1b con Rhodococcus ruber  

(Schema 2);
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Schema 2

 L’acido  3-idrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10),6,8-pentaen-22-

oico 3c che deriva dalla biotrasformazione dell’acido iocolico 1c con Rhodococcus 

ruber (Schema 3);

Schema 3

 L’acido 3,9-diidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-trien-22-

oico   4d e  l’acido  3,4,9-triidrossi-6,9-epoxy-9,10-seco-23,24-dinorcolan-

1,3,5(10)-trien-22-oico  5d che  derivano  dalla  biotrasformazione  dell’acido 

iodesossicolico 1d con Rhodococcus sp. (Schema 4).

Schema 4
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Attività antibatterica

L’attività  antibatterica  sui  9,10-secosteroidi  ed  i  rispettivi  prodotti  di  partenza,  è  stata 

valutata mediante la tecnica del disk diffusion.

Tale tecnica permette di valutare l’attività antibatterica in vitro di composti e di confrontare 

direttamente i risultati con l’antibiotico di riferimento (controllo positivo).

I ceppi testati sono batteri fitopatogeni (Tabella 1), batteri patogeni per l’uomo (Tabella 2) 

e un lievito (Tabella 3) qui inserito in quanto valutato con la stessa tecnica dei batteri. 

Tabella 1. Batteri fitopatogeni

Ceppo Gram Codice
Pianta 

bersaglio
Patologie

Pseudomonas syringae pv.  
syringae

Gram-
DSM 
10604

Pero Gemma nera

Agrobacterium 
tumefaciens

Gram-
DSM 
30207

Alberi da 
frutto

Tumore del colletto e 
delle radici

Margherita Tumore del fusto

Crisantemo Tumore batterico

Al fine di valutare l’attività antibatterica i 9,10-secosteroidi sono stati preparati secondo le 

metodiche riportate nei Capitoli 3 e 4. I prodotti di reazione sono stati estratti e l’analisi 

NMR di tutti gli estratti ha confermato che le miscele contenevano i 9,10-secosteroidi di 

interesse con tracce dei loro precursori. Ogni estratto è stato poi solubilizzato in DMSO 

(100 mg/ml). Per quanto riguarda gli acidi biliari, testati parallelamente ai secosteroidi, si è 

proceduto  direttamente  con  la  solubilizzazione  degli  acidi  in  DMSO  alla  stessa 

concentrazione dei 9,10-secosteroidi.

La  valutazione dell’attività  antibatterica mediante  la  tecnica  del  disk diffusion prevede 

l’inoculo del microrganismo in terreno liquido precedentemente sterilizzato (TSB, NB o 

YEPD a seconda del ceppo). La coltura viene lasciata crescere in agitazione a temperatura 

controllata per i giorni necessari alla crescita (riportati nella parte sperimentale). Trascorso 

il tempo necessario alla crescita vengono effettuate diluizioni seriali (da 1:106 a 1:109) dalla 

coltura madre e sulla base della conta cellulare, viene stimata la concentrazione batterica 

presente  nella  beuta  di  partenza.  Sulla  base  di  tale  concentrazione  vengono  effettuate 
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diluizioni successive mirate ad ottenere una concentrazione di 106 unità formanti colonie 

(CFU)/ml di sospensione nel caso dei batteri,  mentre utilizzando  Candida albicans  tale 

concentrazione deve essere 105 unità formanti colonie (CFU)/ml di sospensione. 

Tabella 2. Batteri patogeni per l’uomo

Ceppo Gram Codice Bersaglio Patologie

Pseudomonas 
aeruginosa

Gram-
collezione 

UniFe

Polmone
Tracheobronchiti e 
broncopolmoniti

Cute Follicolite
Vie urinarie Cistiti e uretriti

Orecchio Otiti

Escherichia coli Gram- ATCC 4350
Vie urinarie Cistiti e uretriti

Apparato 
gastrointestinale

Sindromi diarroiche

Staphylococcus  
aureus

Gram+ ATCC 29213

Cute
Esfoliazione della pelle, 

foruncoli, necrolisi 
epidermica acuta

Apparato 
respiratorio

Polmonite

Sistema nervoso 
centrale

Ascessi cerebrali

Apparato 
scheletrico

Osteomielite

Apparato genito-
urinario

Ascesso renale, 
infezione delle basse vie

Staphylococcus  
epidermidis

Gram+
DSM 20044 
ATCC 14990

Apparato 
cardiaco

Endocardite

Micrococcus 
luteus

Gram+ ATCC 9622

Cute
Infezioni cutanee 

croniche, pustole con o 
senza ulcerazione

Apparato 
cardiaco

Endocardite

Sistema nervoso 
centrale

Meningite

Tabella 3. Lieviti patogeni per l’uomo

Ceppo Codice Bersaglio Patologie
Candida albicans ATCC 

48274
Vagina Vaginite
Cavo orale Mughetto
Cute Infezioni superficiali della pelle
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Una volta selezionata la diluizione, 100 μl vengono seminati su di una piastra petri di 90 

mm contenente il terreno necessario alla crescita del microrganismo (lo stesso del terreno 

liquido ma addizionato di agar) e la soluzione viene dispersa in maniera omogenea. Sulle 

varie piastre così preparate vengono posizionati i dischetti assorbenti del diametro di 6 mm 

imbevuti  con  10  μl  del  campione  da  testare  sciolto  in  DMSO  (100  mg/ml). 

Contemporaneamente vengono preparate, con la stessa modalità, piastre gemelle in cui si 

pone  un  dischetto  imbevuto  dell’antibiotico  di  riferimento  per  il  controllo  positivo: 

clotrimazolo (CTZ) per  Candida albicans e cloramfenicolo (CLF) per i batteri. Oltre al 

controllo positivo viene effettuato anche un controllo negativo che corrisponde al solvente 

(DMSO) in cui è sciolto il prodotto da testare. 

Le piastre vengono incubate a 30°C per 72 ore. Si misurano gli aloni di inibizione attorno 

ai vari dischetti per valutare l’attività antibatterica rapportandoli all’alone dell’antibiotico 

di riferimento a parità di concentrazioni. 

Nelle  Tabelle  4  e  5 vengono riportati  i  risultati  del  disk diffusion riguardanti  l’attività 

antibatterica dei 9,10-secosteroidi  2-5 nei confronti di diversi ceppi batterici e  Candida 

albicans.

Tabella 4. Attività dei 9,10-secosteroidi 2-5 su batteri fitopatogeni.

Ceppo CLF DMSO 2a 2b 3c 4d + 5d
Pseudomonas syringae pv. syringae 100% 0% 0.5% 0.4% 0.2% 0.5%

Agrobacterium tumefaciens 100% 0% 0% 0% 0% 0%

Tabella 5.  Attività dei 9,10-secosteroidi 2-5 su batteri patogeni per l’uomo e su Candida 

albicans

Ceppo CLF DMSO 2a 2b 3c 4d + 5d

Pseudomonas aeruginosa 100% 0% 0.12% 0.24% 0% 0.72%

Escherichia coli 100% 0% 0% 0% 0% 0%

Staphylococcus aureus 100% 0% 0% 0% 1.28% 0%

Staphylococcus epidermidis 100% 0% 0.24% 0.24% 1.04% 0.24%

Micrococcus luteus 100% 0% 0% 0% 0.4% 0%

CTZ
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Candida albicans 100% 0% 0% 0% 0% 0%

Dai dati raccolti i composti testati non mostrano nessuna attività antibatterica nei confronti 

dei batteri fitopatogeni, di quelli patogeni per l’uomo e di Candida albicans. 

In  parallelo,  insieme  ai  secosteroidi,  sono  stati  testati  anche  gli  acidi  biliari  che 

costituiscono i substrati delle biotrasformazioni per verificare se i nuovi prodotti possono 

costituire un valore aggiunto rispetto ai prodotti di partenza. Nelle Tabelle 6 e 7 vengono 

riportati i risultati dell’attività antimicrobica degli acidi biliari sugli stessi ceppi testati con 

gli acidi biliari.

Tabella 6. Attività degli acidi biliari 1a-d su batteri fitopatogeni

Ceppo CLF DMSO 1a 1b 1c 1d

Pseudomonas syringae pv. syringae 100% 0% 0% 0% 0.1% 0.25%

Agrobacterium tumefaciens 100% 0% 0.4% 0.2% 0.4% 0.5%

Tabella 7.  Attività degli acidi biliari  1a-d su batteri patogeni per l’uomo e su  Candida 

albicans

Ceppo CLF DMSO 1a 1b 1c 1d

Pseudomonas aeruginosa 100% 0% 0% 0% 0% 0%

Escherichia coli 100% 0% 0% 0% 0% 0%

Staphylococcus aureus 100% 0% 0.4% 1.4% 0.4% 0.8%

Staphylococcus epidermidis 100% 0% 0.28% 1% 0.8% 1.6%

Micrococcus luteus 100% 0% 0.56% 0.4% 0.3 0%

CTZ

Candida albicans 100% 0% 0.32% 3.6% 2.6% 2.3%

Anche nel caso degli acidi biliari non si sono evidenziati ceppi sensibili a questo tipo di 

composti. 
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Attività antifungina

L’attività antimicotica è stata valutata mediante un test di valutazione dell’inibizione della 

crescita diametrale dei funghi testati. Grazie a questa metodologia è possibile verificare se 

le  molecole o le  miscele  testate  sono in grado di  interferire  con la  crescita  dei  funghi 

utilizzati. I microrganismi utilizzati per questi test sono funghi fitopatogeni (Tabella 8) e 

funghi dermatofiti (Tabella 9). 

Tabella 8. Funghi fitopatogeni

Ceppo Codice/provenienza Pianta bersaglio Patologie

Botrytis cinerea
BC (collezione 

DIPROVAL Bologna)
Pero, vite, agrumi, 

albicocco, ciliegio e altre
Marciume grigio

Neonectria 
galligena

 NG (collezione 
DIPROVAL Bologna)

Pomacee (melo, pero, 
cotogno, nespolo)

Cancro delle 
pomacee

Alternaria sp.
A (collezione 

DIPROVAL Bologna)

Asteracee (lattuga, 
radicchio, carciofo, 
girasole…), patate, 

pomodoro fava, piselli

Macchie nere, 
avvizzimento e 

marciume

 Fusarium 
moniliforme

ATCC 36541 Mais Marciume grigio

Fusarium 
oxysporum f. sp. 
radicis 
licopersici

FO (SIAPA) Pomodoro
Marciume 
radicale

Phoma betae PB (Bologna) Bietola Mal del piede

Penicillium 
crustosum

PC (SIAPA)
Cereali, mele, pere, frutta 

secca

Produzione di 
tossine pericolose 

per gli animali

Pythium ultimum CBS 29131
Cavolo, carota, cetriolo, 

melone, ecc…

Marciume 
radicale e 

avvizzimento

Sclerotinia 
minor

SM (SIAPA)

Soia, girasole, fagiolo, 
cetriolo, lattuga, spinaci, 

cavoli, patate dolci, 
patate irlandese, pepe, 

pomodori, arachidi

Ruggine, muffa 
bianca, marciumi

Sclerotinia 
sclerotiorum

SS (SIAPA)
Piante erbacee e 

succulente, in particolare 
fiori e ortaggi

Muffa bianca
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Tabella 9. Funghi dermatofiti

Ceppo Codice/Provenienza Bersaglio Patologie

Thricophyton 
mentagrophytes

CBS 160 66 Cute
Dermatomicosi quali la tigna 

(infezione della cute)

Nannizia gypsea
NGY (Collezione 

Unife)
Cuoio 

capelluto
Dermatomicosi quali la tigna

Trichophyton 
tonsurans

TT (Collezione 
Unife)

Cuoio 
capelluto

Perdita di capelli 
infiammazione, 

desquamazione, pustole e 
prurito.

Microsporum 
gypseum

MG (Collezione 
Unife)

Pelle, 
capelli, peli, 

unghie

Eritema, desquamazione, talora 
pustole, croste ed alterazioni 

del capello che si tronca 
originando alopecia

Per il test di attività antifungina si prepara il terreno di coltura Potato Dextrose Agar (PDA) 

suddividendolo  in  un  numero  di  beute  equivalente  ai  composti  da  testare.  Una  volta 

sterilizzato il terreno viene fatto raffreddare fino a 48°C, e si addizionano i composti  2-5 

(concentrazione finale 1 g/l) sciolti in DMSO e il terreno viene versato nelle piastre petri e 

lasciato solidificare.

Sulle  petri  così  preparate  si  inoculano  i  funghi  utilizzando  colture  in  terreno  solido 

(preparate  una settimana prima) da cui  viene asportata  una  parte  di  micelio  che viene 

trasferita  nella  nuova petri.  I  funghi  vengono fatti  crescere  nelle  opportune  condizioni 

(riportate nella parte sperimentale). Terminata l’incubazione vengono misurati i diametri 

raggiunti e confrontati con il controllo negativo (funghi cresciuti su PDA in presenza del 

solvente (DMSO). 

Di seguito vengono riportati i risultati dell’attività antimicotica dei 9-10-secosteroidi  2-5 

nei confronti di funghi fitopatogeni (Tabella 10) che verranno poi confrontati con l’attività 

antifungina degli acidi biliari di partenza 1a-d (Tabella 11).  
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Tabella 10. Attività dei 9,10-secosteroidi 2-5 su funghi fitopatogeni.

Ceppo DMSO 2a 2b 3c 4d + 5d

Botrytis cinerea 0% 30% 64% 62% 78%

Neonectria galligena 0% 36% 50% 39% 56%

Alternaria sp. 0% 0% 0% 0% 0%

Fusarium moniliforme 0% 34% 45% 42% 95%

Fusarium oxysporum f. sp. 
radicis licopersici

0% 40% 40% 40% 66%

Phoma betae 0% 37% 67% 89% 70%

Penicillium crustosum 0% 8% 12% 12% 20%

Pythium ultimum 0% 95% 55% 87% 100%

Sclerotinia minor 0% 100% 89% 93% 10%

Sclerotinia sclerotiorum 0% 79% 80% 89% 98%

Gli estratti delle biotrasformazioni degli acidi biliari hanno dimostrato una buona attività di 

inibizione della crescita dei funghi fitopatogeni. 

Il 9,10-secosteroide  2a  (estratto della biotrasformazione di acido colico con  Rh. ruber), 

mostra  una  spiccata  attività  nei  confronti  di  Pythium  ultimum  (responsabile 

dell’avvizzimento e della comparsa di marciume nelle piante infestate) e di  Sclerotinia  

minor (patologia che causa la comparsa di muffa bianca e ruggine sulle colture) con rese di 

inibizione di crescita rispettivamente pari a 95 e 100%. Un buon risultato è stato ottenuto 

anche con Sclerotinia sclerotiorum (79% di inibizione), fungo che provoca la comparsa di 

muffa bianca soprattutto su ortaggi mentre con gli altri ceppi testati non si sono evidenziate 

significative attività antifungine (inibizione 8-40%). 

Per quanto riguarda il prodotto 2b (estratto della biotrasformazione di acido desossicolico 

con  Rh. ruber),  è risultato molto attivo su  Sclerotinia minor (100% di inibizione) e su 

Sclerotinia sclerotiorum  (95% di  inibizione).  Buoni  risultati  si  sono ottenuti  anche con 

Botrytis cinerea  (64%) e con  Phoma betae (67%): questi due fitopatogeni generano due 

diverse patologie nelle colture contagiate, il primo la comparsa di marciume grigio mentre 

il secondo provoca una patologia denominata “mal del piede”. Gli altri ceppi invece non si 

sono dimostrati particolarmente sensibili a  2b infatti i valori di inibizione di crescita non 

superano il 55%. 
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Il 9,10-secosteroide 3c (estratto della biotrasformazione di acido iocolico con Rh. ruber), 

invece, mostra un’ottima attività su  Phoma betae  con resa di inibizione pari all’89%, su 

Sclerotinia minor (93%) e su Sclerotinia sclerotiorum (89%). Anche su Pythium ultimum si 

ottiene  un  buon  risultato  (87%  di  inibizione).  Per  quanto  riguarda  gli  altri  funghi 

fitopatogeni  l’unico ad essere inibito  significativamente  nella  crescita  da  3c è  Botrytis  

cinerea (62%), mentre il valore di inibizione per gli altri ceppi non raggiunge il 50%.

Infine la miscela dei 9,10-secosteroidi  4d  e 5d (estratto della biotrasformazione di acido 

iodesossicolico con  Rh.  ruber),  è  in grado di  inibire  totalmente la  crescita  di  Pythium 

ultimum e  di  fornire ottimi risultati  nell’attività antifungina su  Sclerotinia sclerotiorum 

(98% di inibizione) e su Fusarium moniliforme (95% di inibizione), ceppo che provoca la 

comparsa di marciume grigio sul mais.  Buoni risultati  si  ottengono anche con  Botrytis  

cinerea, Fusarium oxysporum f. sp. radicis licopersici (responsabile di marciume radicale 

delle piante infestate) e su Phoma betae con rese di inibizione variabili tra il e il 66% e il 

78%. Con gli altri funghi fitopatogeni invece non si sono ottenuti risultati apprezzabili.

La stessa metodologia è stata utilizzata per testare l’attività degli acidi biliari di partenza 

1a-d. Di seguito vengono riportati i risultati dell’attività antimicotica degli acidi biliari 1a-

d nei confronti di funghi fitopatogeni (Tabella 11).

  

Tabella 11. Attività degli acidi biliari 1a-d su funghi fitopatogeni.

Ceppo DMSO 1a 1b 1c 1d

Botrytis cinerea 0% 92% 80% 78% 56%

Neonectria galligena 0% 52% 48% 41% 15%

Alternaria sp. 0% 66% 66% 83% 66%

Fusarium moniliforme 0% 30% 80% 39% 39%

Fusarium oxysporum f. sp. radicis licopersici 0% 22% 70% 48% 37%

Phoma betae 0% 61% 91% 96% 87%

Penicillium crustosum 0% 24% 32% 8% 0%

Pythium ultimum 0% 23% 100% 92% 100%

Sclerotinia minor 0% 98% 85% 56% 52%

Sclerotinia sclerotiorum 0% 93% 90% 90% 79%
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L’acido colico 1a ha dimostrato un’ottima attività nell’inibizione della crescita di Botrytis  

cinerea (92%),  di Sclerotinia sclerotiorum (93%) e un’inibizione quasi totale (98%) nella 

crescita di Sclerotinia minor. Tutti questi ceppi generano la comparsa di marciume e muffe 

sulle colture infestate. 

Buoni risultati sono stati ottenuti con  Alternaria sp.  (66%) che provoca la comparsa di 

macchie  nere  sulle  piante  infestate  e  con  Phoma  betae  (61%).  L’acido  colico  1a ha 

dimostrato modesta attività antifungina anche sugli altri ceppi (22-52%). 

Molti  fitopatogeni  sono  risultati  sensibilmente  inibiti  dall’acido  desossicolico  1b.  In 

particolare la crescita di  Pythium ultimum risulta totalmente inibita (100%) mentre i dati 

per  Phoma betae  sono pari al 91%, per  Sclerotinia sclerotiorum  al 90%, per  Sclerotinia  

minor all’85% e per Botrytis cinerea e Fusarium moniliforme all’80%.

Rese  di  inibizione  di  crescita  inferiori  alle  precedenti  si  hanno  con Alternaria  sp. e 

Fusarium oxysporum f. sp. radicis licopersici (66% e 70%, rispettivamente) mentre blanda 

attività è stata riscontrata su  Neonectria galligena  e  Penicillium crustosum (48% e 32%, 

ripettivamente).

L’acido iocolico 1c, è risultato essere molto attivo su Phoma betae (96% di inibizione), su 

Pythium ultimum la cui crescità è stata inibita del 92% e su Sclerotinia sclerotiorum (90% 

di iniboizione). Alternaria sp. e Botrytis cinerea sono risultate anch’esse sensibili all’acido 

biliare 1c con rese di inibizione di crescita rispettivamente dell’83% e del 78%. Per quanto 

riguarda  gli  altri  ceppi  invece  non  sono  stati  ottenuti  valori  di  inibizione  di  crescita 

superiori al 50%.

L’ultimo acido biliare testato è l’acido iodesossicolico  1d.  Tale composto è in grado di 

inibire totalmente la crescita di Pythium ultimum (100%) e da un ottimo risultato anche con 

Phoma  betae  (87% di  inibizione).  Il  test  su  Alternaria  sp. e  Sclerotinia  sclerotiorum 

fornisce invece valori di inibizione di crescita rispettivamente del 66 e 79%, mentre gli 

altri fitopatogeni non si sono dimostrati particolarmente sensibili all’acido iodesossicolico 

1d.

Confrontando i risultati dell’attività dei nuovi 9,10-secosteroidi 2-5 con quella degli acidi 

biliari  di  partenza  1a-d è  emerso  che  vi  sono  sia  analogie  sia  differenze  nell’attività 

antifungina. 

Nello schema 5 vengono riassunti i risultati migliori in termini di attività antifungina del 

9,10-secosteroide 2a e del rispettivo prodotto di partenza 1a. 
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Schema 5.

L’acido  colico  1a è  risultato  essere  molto  attivo  su  Botrytis  cinerea infatti  la  resa  di 

inibizione di crescita risulta del 92%, in seguito a biotrasformazione dell’acido colico si 

ottiene il 9,10-secosteroide  2a che, in questo caso, presenta un’attività antifungina molto 

inferiore rispetto a quella del substrato di partenza (30% di inibizione). Per quanto riguarda 

Pythium ultimum si  presenta  la  situazione  inversa,  mentre  con l’acido  colico  1a si  ha 

un’attività antifungina molto bassa (23%), col prodotto derivante da biotrasformazione 2a 

l’attività aumenta drasticamente infatti l’inibizione della crescita arriva al 95%. 

Con  Sclerotinia  minor entrambi  i  prodotti  1a e  2a presentano  un’ottima  attività  nei 

confronti di questo fitopatogeno con rese rispettivamente del 98 e 100%.

Da ultimo Sclerotinia sclerotiorum risulta essere inibito dall’acido colico 1a con resa del 

93% mentre utilizzando il  prodotto di biotrasformazione si  nota  una lieve diminuzione 

dell’effetto antifitopatogeno (79% di inibizione).

Nello schema 6 vengono riassunti i risultati migliori in termini di attività antifungina del 

9,10-secosteroide 2b e del rispettivo prodotto di partenza 1b. 
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Schema 6

Comparando i migliori dati dell’attività antifungina dell’acido desossicolico 1b e del 9,10-

secosteroide  2b derivante  da  biotrasformazione  è  risultato  che  in  tutti  casi  l’acido 

desossicolico  ha  un’attività  superiore  al  prodotto  di  biotrasformazione.  L’unico  dato 

comparabile è quello su Slerotinia minor.

Analogamente  per  quanto  fatto  per  gli  altri  prodotti,  lo  schema  7  riassume  i  risultati 

migliori in termini di attività antifungina del 9,10-secosteroide 3c e del rispettivo prodotto 

di partenza 1c.
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Schema 7

Phoma  betae risulta  essere  inibito  quasi  totalmente  dall’acido  iocolico  1c (resa  di 

inibizione del 96%) mentre utilizzando il prodotto di biotrasformazione 3c si nota una lieve 

diminuzione dell’effetto antifitopatogeno (89%). Una situazione analoga si presenta con 

Pythium ultimum, infatti mentre l’acido iocolico  1c è in grado di inibire la crescita del 

92%, col corrispondente 9,10-secosteroide 3c si ottiene un’inibizione dell’87%.

Andamento opposto si ha nel test di inibizione su Sclerotinia minor dove il secosteroide 3c 

inibisce  quasi  totalmente  la  crescita  (93%)  mentre  l’acido  iocolico  1c ha  un’attività 

antifungina relativamente bassa (56%). 

Per  quanto  riguarda  Sclerotinia  sclerotiorum entrambi  i  prodotti  1c e  3c presentano 

un’ottima attività nei confronti di questo fitopatogeno con inibizione rispettivamente del 

90% e dell’89%.

Infine nello Schema 8 vengono riportati i risultati migliori in termini di attività antifungina 

della miscela dei 9,10-secosteroidi 4d e 5d e del rispettivo prodotto di partenza 1d.
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Schema 8 

L’attività antifungina dell’acido iodesossicolico 1d su Fusarium moniliforme risulta essere 

relativamente bassa (39% di inibizione di crescita), mentre utilizzando la miscela di 9,10-

secosteroidi  4d  e  5d l’attività  aumenta  infatti  si  ottiene  un  valore  di  inibizione  della 

crescita  del  95%.  Per  quanto  riguarda  Pythium  ultimum la  capacità  dell’acido 

iodesossicolico 1d di inibire totalmente la crescita di questo fitopatogeno viene mantenuta 

anche nell’estratto di biotrasformazione contenente i 9,10-secosteroidi 4d e 5d.

Infine con Sclerotinia sclerotiorum il substrato di partenza 1d presenta una buona attività 

antifungina  (79%  di  inibizione),  tale  attività  subisce  un  incremento  (98%)  se  viene 

utilizzata la miscela di secosteroidi 4d e 5d.

I  risultati  dell’attività  dei  9,10-secosteroidi  2-5 e  degli  acidi  biliari  1a-d nel  test  di 

inibizione di crescita diametrale su funghi dermatofiti sono riportati rispettivamente nelle 

Tabelle 12 e 13. La metodologia utilizzata è la stessa adottata per i funghi fitopatogeni. 

Tabella 12. Attività dei 9,10-secosteroidi 2-5 su funghi dermatofiti.

Ceppo DMSO 2a 2b 3c 4d + 5d

Thricophyton mentagrophytes 0% 27% 9% 19% 9%

Nannizia gypsea 0% 45% 0% 14% 10%

Trichophyton tonsurans 0% 0% 30% 40% 90%

Microsporum gypseum 0% 27% 46% 4% 11%

147



L’inibizione  di  crescita  sui  funghi  dermatofiti  dei  9,10-secosteroidi  2-5 è  in  generale 

inferiore al 50%.  L’unico risultato degno di nota è quello ottenuto con la miscela di 4d e 

5d su Trichophyton tonsurans (90% di inibizione). 

Con  gli  altri  ceppi  i  risultati  migliori  sono:  27%  di  inibizione  di  Thricophyton 

mentagrophytes  e  45%  di  inibizione  di  Nannizia  gypsea con  il  9,10-secosteroide  2a, 

ottenuto  da  acido  colico,  e  46%  di  inibizione  di  Microsporum  gypseum  con  il  9,10-

secosteroide 2b, ottenuto da acido desossicolico.

Anche per quanto riguarda l’attività antifungina sono stati studiati in parallelo gli acidi 

biliari da cui si ottengono i nuovi secosteroidi. 

Tabella 13. Attività degli acidi biliari 1a-d su funghi dermatofiti

Ceppo DMSO 1a 1b 1c 1d

Thricophyton mentagrophytes 0% 0% 22% 0% 22%

Nannizia gypsea 0% 0% 25% 0% 0%

Trichophyton tonsurans 0% 0% 50% 0% 25%

Microsporum gypseum 0% 0% 40% 0% 27%

Gli studi condotti  sulla attività su funghi dermatofiti  degli  acidi biliari  1a-d  ha fornito 

risultati  analoghi a quelli  ottenuti  con i  secosteroidi ottenuti  da biotrasformazioni degli 

stessi acidi (Tabella 12).

Utilizzando questi ceppi dermatofiti, gli acidi colico 1a e iocolico 1c non hanno mostrato 

capacità inibitoria della crescita. 

Per  quanto  riguarda  Thricophyton  mentagrophytes risulta  essere  inibito  del  22%  sia 

dall’acido desossicolico 1b sia dall’acido iodesossicolico 1d.

 L’unico acido biliare attivo su  Nannizia gypsea è l’acido desossicolico  1b anche se con 

bassa resa di inibizione (25%).

Per ultimo, Microsporum gypseum viene inibito del 40% dall’acido desossicolico 1b e del 

27% dall’acido iodesossicolico 1d.

Confrontando i risultati dell’attività dei nuovi 9,10-secosteroidi 2-5 con quella degli acidi 

biliari di partenza  1a-d è emerso che l’unico ceppo risultato particolarmente sensibile ai 
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prodotti testati è Trichophyton tonsurans la cui crescita risulta inibita dalla miscela di 9,10 

secosteroidi 4d  e 5d del 90% mentre se si utilizza il prodotto di partenza  1d si ottiene 

solamente un 22% di inibizione.

In  conclusione  i  9,10-secosteroidi  ottenuti  da  biotrasformazioni  di  acidi  biliari  si  sono 

dimostrati buoni o addirittura ottimi inibitori della crescita di ceppi patogeni soprattutto per 

le piante. Risultati poco apprezzabili sono stati ottenuti in merito all’attività antibatterica e 

all’attività su funghi dermatofiti ad eccezione di Trichophyton tonsurans.
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Parte sperimentale

Attività antibatterica: disk diffusion

Ogni  battere  da  testare  è  stato  inoculato  in  50  ml  di  terreno  liquido  precedentemente 

sterilizzato: i terreni utilizzati e le condizioni di crescita dei vari ceppi vengono riportati in 

Tabella 14.

Tabella 14.  Condizioni di crescita dei batteri

Ceppo terreno
t di crescita

(giorni)
T di crescita

(°C)

Pseudomonas syringae pv. syringae TSB 3 28
Agrobacterium tumefaciens NB 3 28

Escherichia coli NB 1 37
Staphylococcus aureus TSB 1 37

Staphylococcus epidermidis TSB 1 37
Micrococcus luteus TSB 1 37
Candida albicans YEPD 3 37

I brodi di coltura utilizzati hanno la seguente composizione:

 TSB (Tryptic soy broth): digerito pancreatico di caseina (17 g/l,) digerito peptico di 

farina di soia (3 g/l) destrosio (2.5 g/l), NaCl (5 g/l) e K2HPO4 (2.5 g/l);

 NB (Nutrient broth): peptone (5 g/l) ed estratto di carne (3 g/l);

 YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose): estratto di lievito (10 g/l), peptone (20 g/l) 

e destrosio (20 g/l).

Trascorso il tempo necessario alla crescita vengono effettuate diluizioni seriali (da 1:106 a 

1:109) dalla coltura madre e sulla base della conta cellulare, viene stimata la concentrazione 

batterica  presente  nella  beuta  di  partenza.  Sulla  base  di  tale  concentrazione  vengono 

effettuate diluizioni successive mirate ad ottenere una concentrazione di 106 unità formanti 

colonie (CFU)/ml di sospensione nel caso dei batteri, mentre utilizzando Candida albicans 

tale concentrazione deve essere 105 unità formanti colonie (CFU)/ml di sospensione. 

Le conte cellulari delle beute madri e le diluizioni effettuate vengono riportate nella tabella 

15.

Tabella 15.
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Ceppo CFU/ml Diluizione

Pseudomonas syringae pv. syringae 2x 109 1:2x103

Agrobacterium tumefaciens 1x 109 1:1x103

Escherichia coli 5x 109 1:5x103

Staphylococcus aureus 3x 109 1:3x103

Staphylococcus epidermidis 3x 108 1:3x102

Micrococcus luteus 6x 108 1:6x102

Candida albicans 7x 107 1:7x102

Per ogni battere la diluizione selezionata (100 μl) viene seminata su di una piastra petri 

(contenente lo stesso terreno dell’inoculo in brodo liquido addizionato di 15 g/l di agar) e 

la sospensione viene spalmata sull’intera superficie con l’aiuto di una bacchetta di vetro 

sterile. Sulla piastra vengono posti dei dischetti di carta assorbente (5 per ogni piastra) 

bagnati con 10 μl di una soluzione (100 mg/ml di DMSO) del composto da testare (i.e. 

9,10-secosteroidi o acidi biliari di partenza). Per ogni microrganismo sono preparate piastre 

gemelle  per  il  controllo  negativo  (DMSO)  ed  il  controllo  positivo  (antibiotico  di 

riferimento).

Il controllo negativo viene fatto con dischetti (6 mm) imbevuti di 10 μl di DMSO mentre i 

controlli positivi, cloramfenicolo (CLF) per i batteri e clotrimaziolo (CTZ) per  Candida 

albicans,  sono  fatti  bagnando  i  dischetti  con  10  μl  di  soluzioni  aventi  concentrazione 

rispettivamente di 2 mg/ml di acqua e 1 mg/ml di DMSO.

Le piastre vengono poi lasciate incubare nelle medesime condizioni delle colture in terreno 

liquido e successivamente si passa alla lettura dei risultati misurando l’alone di inibizione 

(spazio presente dal dischetto alle colonie). Tale parametro permette di definire l’attività 

antibatterica di una sostanza (Figura 1).
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Figura 1.  Disk diffusion con Candida albicans

I valori di aloni di inibizione (in mm) ottenuti dai test disk diffusion su batteri fitopatogeni 

e su batteri patogeni per l’uomo e su Candida albicans dei 9,10-secosteroidi 2-5 vengono 

riportati nelle Tabelle 16 e 17.

Tabella 16. Attività di 9,10-secosteroidi su batteri fitopatogeni

Ceppo CLF DMSO 2a 2b 3c 4d + 5d
Pseudomonas syringae pv. syringae 10 0 2.5 2 1 2.5
Agrobacterium tumefaciens 27 0 0 0 0 0

Tabella  17.  Attività  di  9,10-secosteroidi  su  batteri  patogeni  per  l’uomo e  su  Candida 
albicans

Ceppo CLF DMSO 2a 2b 3c 4d + 5d

Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0 0 0

Escherichia coli 0 0 0 0 0 0

Staphylococcus aureus 8 0 0 0 3 0

Staphylococcus epidermidis 17 0 1 1 5 1

Micrococcus luteus 10 0 0 0 0.5 0
CTZ

Candida albicans 12 0 0.5 6 5 4
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Questi valori sono poi stati convertiti in percentuali di attività (riportati nelle tabelle 4 e 5) 

tenendo conto della differenza di concentrazione tra gli acidi biliari e gli estratti preparati e 

gli antibiotici di riferimento.

 per i batteri si utilizza l’equazione:

 per Candida albicans si utilizza l’equazione:

dove in entrambi i casi

A1 = alone inibizione sostanza testata in mm

A2 = alone inibizione antibiotico di riferimento in mm

Stessa  procedura  viene  utilizzata  sugli  acidi  biliari  1a-d  utilizzando  le  medesime 

concentrazioni dei secosteroidi 2-5.  I  valori  di  aloni di  inibizione ottenuti  dai test  disk 

diffusion su batteri fitopatogeni e su batteri patogeni per l’uomo e Candida albicans degli 

acidi biliari 1a-d vengono riportati nelle Tabelle 18 e 19.

Tabella 18. Attività degli acidi biliari 1a-d su batteri fitopatogeni.

Ceppo CLF DMSO 1a 1b 1c 1d

Pseudomonas syringae pv. syringae 25 0 0 0 1 3

Agrobacterium tumefaciens 9 0 2 1 2 3

Tabella 19.  Attività degli acidi biliari  1a-d su batteri patogeni per l’uomo e su  Candida 
albicans

Ceppo CLF DMSO 1a 1b 1c 1d

Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0 0 0

Escherichia coli 0 0 0 0 0 0

Staphylococcus aureus 10 1 4 1 2 0

Staphylococcus epidermidis 14 0 1 4 3 6

Micrococcus luteus 7 0 1 1 0 0
CTZ

Candida albicans 3 0 0.5 6 5 4
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Anche per  questi  risultati  sono poi  stati  convertiti  in  valori  percentuali  (riportati  nelle 

tabelle 6 e 7) che tengono conto della differenza di concentrazione tra gli acidi biliari e gli  

antibiotici di riferimento utilizzando le equazioni precedenti.
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Attività antifungina: test di inibizione di crescita diametrale

Si prepara il terreno solido PDA (Potato Dextrose Agar) avente la seguente composizione: 

estratto di patata (5 g/l), glucosio (20 g/l) e agar (15 g/l). Al terreno sterilizzato a 121°C per 

15  min.,  una  volta  raffreddato  a  50°C circa,  viene  aggiunto  il  composto  da  testare  in 

quantità tale da ottenere una concentrazione di 1 g/l. Il terreno così preparato viene versato 

nelle piastre (20 ml per piastra). Con la stessa metodologia vengono preparate un ugual 

numero di piastre per il controllo negativo con un terreno contenente DMSO (1 g/l). 

Una volta solidificato il terreno si inocula il fungo prelevando un quadrato di micelio di 

circa 5 mm da una piastra madre e trasferendolo sulla nuova piastra con il micelio rivolto 

verso il terreno. Su ogni piastra, virtualmente divisa a metà, vengono depositati due inoculi 

dello  stesso fungo. Si passa poi  all’incubazione dei  funghi  nelle  condizioni  ottimali  di 

crescita riportate in Tabella 20.

Tabella 20. Condizioni di crescita di funghi fitopatogeni e dermatofiti

Funghi fitopatogeni

Ceppo Condizioni
T

 (°C)
t

(giorni)
Botrytis cinerea Buio 28 4
Neonectria galligena Cicli di luce/buio 24 4 
Alternaria sp. Cicli di luce/buio 24 4 
 Fusarium moniliforme Cicli di luce/buio 24 4 
Fusarium oxysporum f. sp. radicis licopersici Cicli di luce/buio 24 4 
Phoma betae Cicli di luce/buio 24 5 
Penicillium crustosum Cicli di luce/buio 24 5 
Pythium ultimum Buio 24 4 
Sclerotinia minor Buio 24 7 
Sclerotinia sclerotiorum Buio 24 2 

Funghi dermatofiti
Thricophyton mentagrophytes Luce 28 7 
Nannizia gypsea Luce 28 7 
Trichophyton tonsurans Luce 28 7
Microsporum gypseum Luce 28 7

A crescita avvenuta si misurano i diametri (mm) di crescita dei funghi in ogni piastra e tale 

valore viene rapportato al diametro (mm) massimo di crescita del controllo negativo. 
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In Figura 2 vengono riportate le piastre petri di Botrytis cinerea cresciuto in presenza di 2a 

(a destra) ed il controllo negativo (a sinistra) a scopo esemplificativo. 

Figura 2. Test di inibizione di crescita diametrale su Botrytis cinerea

I  valori  di  crescita  diametrale  (mm)  dei  funghi  fitopatogeni  in  presenza  di  estratti 

contenenti  i  9,10-secosteroidi  2-5 sono  riportati  in  Tabella  21  e  quelli  dei  funghi 

dermatofiti in Tabella 22. 

Tabella 21. Attività dei 9,10-secosteroidi 2-5 su funghi fitopatogeni

Ceppo DMSO 2a 2b 3c 4d + 5d
Botrytis cinerea 38 26.5 13.5 14.5 8.5
Neonectria galligena 18 11.5 9 11 8
Alternaria sp. 3 3 3 3 3
 Fusarium moniliforme 19 12.5 10.5 11 1
Fusarium oxysporum f. sp. radicis licopersici 17.5 10.5 10.5 10.5 6
Phoma betae 13.5 8.5 4.5 1.5 4
Penicillium crustosum 12.5 11.5 11 11 10
Pythium ultimum 10 0.5 4.5 1.25 0
Sclerotinia minor 28.5 0 3 2 0.75
Sclerotinia sclerotiorum 52 11 11 6 1

Tabella 22. Attività dei 9,10-secosteroidi 2-5 su funghi dermatofiti.

Ceppo DMSO 2a 2b 3c 4d + 5d
Thricophyton mentagrophytes 11 8 10 9 10
Nannizia gypsea 14.5 8 14.5 12.5 13
Trichophyton tonsurans 5 5 3.5 3 0.5
Microsporum gypseum 13 9.5 7 12.5 11.5
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Questi valori sono poi stati convertiti in percentuali di inibizione di crescita (riportati nelle 

Tabelle 10 e 11) comparandoli con il controllo negativo, DMSO, il cui valore di crescita 

viene considerato il 100% .

dove

C1 = Crescita fungo in presenza della sostanza testata in mm 

C2 = Crescita fungo in presenza di DMSO in mm

Con lo stesso metodo sono stati testati gli acidi biliari  1a-d. Le misurazioni dei diametri 

raggiunti dai diversi ceppi in presenza dei vari acidi biliari vengono riportate in Tabella 23 

(per i funghi fitopatogeni) e in Tabella 24 (per i funghi dermatofiti).

Tabella 23. Attività degli acidi biliari 1a-d su funghi fitopatogeni

Ceppo DMSO 1a 1b 1c 1d
Botrytis cinerea 45 3.5 9 10 20

Neonectria galligena 13.5 6.5 7 8 11

Alternaria sp. 3 1 1 0.5 1
 Fusarium moniliforme 23 16 4.5 14 14
Fusarium oxysporum f. sp. radicis licopersici 27 21 8 14 16
Phoma betae 11.5 4.5 1 0.5 1.5
Penicillium crustosum 12.5 9.5 8.5 11.5 12.5
Pythium ultimum 6.5 5 0 0.5 0
Sclerotinia minor 13.5 0.25 2 6 6.5
Sclerotinia sclerotiorum 35.5 2.5 3.5 3.5 7.5

Tabella 24. Attività degli acidi biliari 1a-d su funghi dermatofiti.

Ceppo DMSO 1a 1b 1c 1d
Thricophyton mentagrophytes 4.5 6.5 3.5 7.5 3.5
Nannizia gypsea 2 5 1 3 3.5
Trichophyton tonsurans 2 2.5 1.5 2.5 1.5
Microsporum gypseum 11 12.5 6.5 12 8
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CAPITOLO 6

Attività antiossidante 
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       Nel  capitolo  precedente  sono  stati  riportati  i  risultati  di  attività  antibatterica  e 

antifungina dei 9,10-secosteroidi ottenuti dalle biotrasformazioni degli acidi biliari 1a-d e 

sono stati confrontati con l’attività degli stessi. In questo capitolo sono stati effettuati test 

di valutazione dell’attività antiossidante di queste molecole anche in questo confrontando i 

dati dei nuovi 9,10-secostreoidi con quelli ottenuti degli acidi biliari di partenza. 

Questi  test  sono  stati  fatti  in  collaborazione  col  gruppo  di  ricerca  del  Prof.  Vincenzo 

Brandolini, presso il Dipartimento di Scienze Farmaceutiche dell’Università di Ferrara.

 I test utilizzati per lo studio dell’attività antiossidante sono stati il test DPPH (2,2-difenil-

1-picrilidrazile) preliminare  al  successivo  test  Photochem  che  permette  di  valutare  la 

capacità antiossidante delle molecole testate nei confronti del radicale superossido (O2
-). 

       Gli esperimenti sono stati effettuati in parallelo comparando l’attività dei nuovi 9,10- 

secosteroidi con l’attività degli acidi biliari di partenza.

Come nel caso dell’attività antibatterica ed antifungina i prodotti sottoposti a test sono i 

seguenti:

 L’acido  3,7,12-triidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-trien-22-

oico 2a che deriva dalla biotrasformazione dell’acido colico 1a con Rhodococcus  

ruber  e  l’acido  3,7-diidrossi-9-cheto-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10),11-

tetraene-22-oico  6a si  forma durante la   purificazione di  2a  per  perdita  di  H2O 

(Schema 1);

Schema 1

 L’acido  3,12-diidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-trien-22-oico 

2b che deriva dalla biotrasformazione dell’acido colico 1b con Rhodococcus ruber  

e  l’acido  3-idrossi-9-cheto-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-tetraene-22-oico 

6b derivante dalla purificazione di 2b per perdita di H2O (Schema 2);

159



Schema 2

 L’acido  3-idrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10),6,8-pentaen-22-

oico 3c che deriva dalla biotrasformazione dell’acido iocolico 1c con Rhodococcus 

ruber (Schema 3);

Schema 3

 L’acido 3,9-diidrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-trien-22-

oico   4d e  l’acido  3,4,9-triidrossi-6,9-epoxy-9,10-seco-23,24-dinorcolan-

1,3,5(10)-trien-22-oico  5d che  derivano  dalla  biotrasformazione  dell’acido 

iodesossicolico 1d con Rhodococcus sp. (Schema 4).

Schema 4
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Innanzitutto sono state effettuate le biotrasformazioni degli acidi biliari (Schema 1-4) per 

ottenere i 9,10-secosteroidi da testare secondo le metodiche riportate nei Capitoli 3 e 4. 

Tali  reazioni  sono  state  effettuate  in  doppio  in  modo  da  poter  confrontare  il  risultato 

ottenuto dal grezzo di reazione con quello dei prodotti 2-6 purificati (Capitoli 3 e 4). 

Al fine di verificare quale diluizione fosse la più opportuna per l’analisi con Photochem è 

stato effettuato un test DPPH preliminare.

Metodo DPPH

Il  saggio  DPPH  prevede  l’utilizzo  del  radicale  organico  2,2-difenil-1-picrilidrazile 

(DPPH•).  Questa  metodica  consente  di  valutare  l’attività  riducente  di  molecole 

antiossidanti  nei  confronti  del  radicale  DPPH•,  caratterizzato  da  un’intensa colorazione 

viola con un massimo di assorbimento a 515 nm. In presenza di molecole antiossidanti in 

grado  di  donare  un  atomo  di  idrogeno,  il  radicale  DPPH• si  trasforma  nell’idrazina 

corrispondente, debolmente colorata di giallo [87] (Schema 1). 

Schema 5. Reazione del DPPH• con un fenolo generico.

La  reazione  viene  monitorata  per  via  spettrofotometrica  e  si  segue  attraverso  una 

diminuzione  di  assorbanza  proporzionale  alla  quantità  di  antiossidanti  presenti  nel 

campione.

La percentuale  di  inibizione dell’assorbanza misurata  con lo  spettrofotometro  entro  un 

certo periodo di tempo (15 minuti),  è calcolata come funzione della concentrazione del 

campione nei confronti di uno standard di riferimento. Lo standard utilizzato è il Trolox 

(analogo sintetico della vitamina E) ed i risultati vengono espressi in unità equivalenti di 

Trolox.

Sono stati quindi preparati campioni degli acidi biliari (acido colico 1a, acido desossicolico 

1b, acido iocolico  1c e acido iodesossicolico  1d) e degli estratti delle biotrasformazioni 
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contenenti i 9,10-secosteroidi 2-5 (ottenuti secondo le metodiche riportate nei capitoli 3 e 

4) sciogliendo i campioni in metanolo (concentrazione 50 mg/ml). I campioni vengono poi 

diluiti  e  successivamente  estratti.  I  risultati  di  questo test  preliminare  sono riportati  in 

Tabella 1.

Tabella 1. Risultati del test DPPH

Campioni Diluizione µMol/g Media DS
1a 1 1.30 1.33 0.04
1a 1 1.36
1b 1 0.22 0.28 0.08
1b 1 0.34
1c 1 0.34 0.52 0.25
1c 1 0.70
1d 1 1.08 1.10 0.03
1d 1 1.12

Estratto 2a 10 81.20 81.80 0.85
Estratto 2a 10 82.40
Estratto 2b 10 47.60 47.20 0.57
Estratto 2b 10 46.80
Estratto 3c 10 77.80 77.00 1.13
Estratto 3c 10 76.20

Estratto 4d + 5d 10 91.00 91.30 0.42
Estratto 4d + 5d 10 91.60

Già dal test DPPH si può notare che tutti gli estratti di biotrasformazione 2-5, contenenti i 

9,10-secosteroidi  come  prodotti  maggioritari,  presentano  una  capacità  antiossidante 

nettamente superiore a quella posseduta dagli acidi biliari di partenza (1a-d). 

L’estratto 2a mostra una capacità antiossidante circa 60 volte superiore a quella dell’acido 

colico  1a, infatti i  valori di capacità antiossidante sono rispettivamente di 1.33 e 81.20 

μMoli di Trolox equivalente per grammo di prodotto. L’estratto  2b presenta una capacità 

antiossidante di 47.20 μMoli di Trolox equivalente per grammo di prodotto, valore 168 

volte superiore al prodotto di partenza  1b  (0.28 μMoli/g). Per quanto riguarda l’estratto 

contenente  il  9,10-secosteroide  3c  l’attività  antiossidante  (77.00  μMoli  di  Trolox 

equivalente  per  grammo  di  prodotto)  risulta  148  volte  maggiore  di  quella  dell’acido 

iocolico 1c (0.52 μMoli/g). Per ultimo, l’estratto contenente i secosteroidi 4d e 5d mostra 

una capacità antiossidante di 91.30 μMoli di Trolox equivalente per grammo di prodotto, 
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valore 83 volte  superiore a quella  dell’acido iodesossicolico  1d  (1.10 μMoli  di  Trolox 

equivalente per grammo di prodotto). 

Questo test, oltre a fornire risultati sulla capacità antiossidante delle molecole testate nei 

confronti  del  radicale  sintetico  DPPH  risulta  utile  per  avere  un’idea  indicativa  delle 

diluizioni da effettuare nel test di foto-chemiluminescenza (Photochem). 

Photochem®

Il metodo della foto-chemiluminescenza (PCL) consente la quantificazione sia dell’attività 

antiossidante  di  sostanze  pure  idrofile  e/o  lipofile,  sia  la  misurazione  della  capacità 

antiossidante in fase lipidica (ACL, Antioxidant Capacity Lipid soluble) e in fase acquosa 

(ACW, Antioxidant  Capacity Water  soluble),  di  matrici  complesse  di  origine  sintetica, 

vegetale,  animale e umana. Il  metodo PCL è basato su un’accelerazione delle reazioni 

ossidative in vitro di circa 1000 volte rispetto alle condizioni normali, grazie alla presenza 

di  un  opportuno  fotosensibilizzatore.  La  metodologia  sfrutta  le  caratteristiche  di 

Photochem®, uno strumento recentemente commercializzato da Analytic Jena AG e basato 

sull’autossidazione  fotoindotta  del  luminol,  accompagnata  da  un’intensa 

chemiluminescenza.  Per  esposizione  di  una  sostanza  fotosensibile  (presente  nel  kit  di 

lavoro) ad una radiazione UV, vengono generati dei radicali liberi, i quali reagendo con la 

sostanza chemiluminescente (luminol), emettono fotoni misurati da un fotomoltiplicatore 

che quantifica la produzione di radicali liberi.

La presenza di antiossidanti inibisce l’autossidazione del luminol, dovuta all’interazione 

con il radicale O2
·- generato per via fotochimica. In presenza di sostanze che reagiscono 

come  trappole  per  radicali,  l’intensità  della  fotochemiluminescenza  viene  attenuata  in 

funzione  della  loro  concentrazione.  In  questo  modo  le  proprietà  antiradicaliche  della 

sostanza analizzata possono essere realmente quantificate [88]. Questa metodica prevede la 

costruzione di una curva di taratura con un antiossidante di riferimento. I risultati sono 

espressi  come  unità  equivalenti  di  acido  ascorbico  per  sostanze  idrosolubili  o  unità 

equivalenti  di  Trolox per  sostanze  liposolubili.  Ogni  singola  misura  richiede  da  1 a  3 

minuti.

Il test di fotochemiluminescenza è stato eseguito secondo la metodica descritta da Popov e 

Lewin [89]. La composizione della miscela di reazione per il metodo PCL-ACL è riportata 
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in Tabella 1 dove X rappresenta le diverse quantità di standard per la retta di taratura ed Y 

la quantità di campione da analizzare.

Tabella 2. Composizione della miscela di reazione in μl. 

Reagente R1 R2 R3 R4 Campione
Bianco

Calibrazione

Misure

2300

2300-X

2300-Y

200

200

200

25

25

25

0

X

0

0

0

Y

Una  volta  selezionate  le  diluizioni  opportune  si  è  passati  con  le  analisi  dell’attività 

antiossidante dei 9,10-secosteroidi 2-5 e degli acidi biliari 1a-d. Tali test vengono effettuati 

in modalità ACL utilizzando come solvente il metanolo.

Il kit dello strumento contiene i seguenti componenti:

 R1 =  metanolo ultrafiltrato;

 R2 =  stabilizzante necessario per mantenere le condizioni fisse;

 R3 =  luminol (si lega ai radicali O2
- emettendo luminescenza);

 R4 =  trolox (analogo sintetico della vitamina E).

Come primo step occorre effettuare la calibrazione dello strumento creando una retta di 

taratura utilizzando R1, R2, R3 ed una sostanza antiossidante di riferimento (R4, trolox) a 

diverse  concentrazioni  (0.5,  1  e  2  nM)  utilizzando  i  volumi  riportati  in  Tabella  2. 

Successivamente si passa all’analisi dei campioni (opportunamente diluiti sulla base del 

test DPPH) utilizzando le medesime quantità dei vari reagenti e 10 μl di campione (50 

mg/ml MeOH). 

Il  tempo di  analisi  è  di  180 secondi  e  come output  lo  strumento genera una curva di 

inibizione  dell’effetto  dei  radicali  liberi.  Per  garantire  l’affidabilità  del  risultato  è 

necessario che le curve dei campioni siano comprese tra quelle di calibrazione, nel caso 

contrario occorre variare la diluizione.  

In Tabella 3 vengono riportati i risultati del test PCL-ACL condotto sugli acidi biliari, sugli 

estratti delle biotrasformazioni e sui prodotti purificati.

Tabella 3.  Risultati del test di fotochemiluminescenza
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Campioni diluizione µmol/g Media SD
1a 1 0.14 0.25 0.16
1a 1 0.36
1b 1 0.88 0.86 0.03
1b 1 0.84
1c 1 0.32 0.31 0.01
1c 1 0.30
1d 1 0.82 0.82 0.00
1d 1 0.82

Estratto 2a 20 77.60 80.60 4.24
Estratto 2a 20 83.60
Estratto 2b 30 126.60 128.40 2.55
Estratto 2b 30 130.20
Estratto 3c 30 117.60 121.20 5.09
Estratto 3c 30 124.80

Estratto 4d + 5d 30 127.80 126.90 1.27
Estratto 4d + 5d 30 126.00

2a 50 185.00 184.50 0.71
2a 50 184.00
6a 100 272.00 286.00 19.80
6a 100 300.00
2b 100 328.00 330.00 2.83
2b 100 332.00
6b 200 240.00 254.00 19.80
6b 200 268.00
3c 200 384.00 366.00 25.46
3c 200 348.00
4d 50 140.00 139.50 0.71
4d 50 139.00
5d 500 600.00 605.00 7.07
5d 500 610.00

 

Anche  i  risultati  del  test  di  foto-chemiluminescenza  mostrano  come  gli  estratti  di 

biotrasformazioni (estratti 2-5) ed i relativi prodotti purificati (2-5) presentino una capacità 

antiossidante nettamente superiore a quella degli acidi biliari 1a-d.

In particolare l’estratto  2a presenta una capacità antiossidante di 80.6 μMoli  di  Trolox 

equivalente per grammo di prodotto, circa 300 volte superiore al prodotto di partenza 1a 

(0.25  µmol/g),  mentre  testando  il  prodotto  purificato  2a (184.50  μMoli  di  Trolox 

equivalente  per  grammo  di  prodotto)  l’attività  aumenta  di  738  volte.  Il  prodotto  6a, 
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derivante dalla purificazione di  2a, presenta una capacità antiossidante di 286 μMoli di 

Trolox equivalente per grammo di prodotto, 1144 volte superiore a 1a. 

Per quanto riguarda l’estratto della biotrasformazione  2b l’attività antiossidante (128.40 

μMoli di Trolox equivalente per grammo di prodotto) risulta 148 volte superiore a quella 

dell’acido desossicolico  1b  (0.86 μMoli/g). Nel caso del secosteroide purificato  2b (330 

μMoli/g) l’attività aumenta di 383 volte mentre con  6b (derivante dalla purificazione di 

2b) l’attività risulta 295 volte superiore (254.00 μMoli/g). 

L’acido iocolico 1c presenta un’attività antiossidante di 0.31 μMoli di Trolox equivalente 

per grammo di prodotto, l’estratto derivante da biotrasformazione 3c genera una capacità 

antiossidante  di  121.20  μMoli/g (390  volte  superiore).  Se  si  considera  il  secosteroide 

purificato 3c si ottiene un valore di 366 μMoli/g (1180 volte superiore).

Effettuando  il  test  PCL  sull’estratto  derivante  dalla  biotrasformazione  dell’acido 

iodesossicolico (estratto 4d e 5d) si ottiene un valore di 126.9 μMoli di Trolox equivalente 

per grammo di prodotto mentre il prodotto di partenza 1d ha una capacità antiossidante di 

0.82  μMoli/g. Ciò significa che l’estratto presenta una capacità antiossidante 154 volte 

superiore  al  prodotto  di  partenza.  Se  si  considerano  i  prodotti  purificati  4d e  5d si 

ottengono  valori  antiossidanti  rispettivamente  pari  a  139.5  e  605  μMoli  di  Trolox 

equivalente per grammo di prodotto, per cui il prodotto purificato 4d presenta una capacità 

antiossidante 170 volte superiore a  1d  (0.82  μMoli/g), mentre nel caso del prodotto  5d 

l’attività aumenta di 737 volte.

È stata effettuata la comparazione dei risultati ottenuti dai prodotti purificati utilizzando le 

due tecniche (PCL-ACL e DPPH) al fine di verificare quale metodologia risultasse più 

sensibile (Figura 1). 
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Figura 1. Comparazione dei test PCL-ACL e DPPH

Con quasi tutti i prodotti (2a, 6a, 2b, 6b, 3c, 4d e 5d) la metodologia PCL-ACL è risultata 

essere molto più sensibile su questo tipo di molecole rispetto al DPPH. In un unico caso, 

5d,  le  due  tecniche  hanno  fornito  risultati  molto  simili,  probabilmente  a  causa  della 

maggior affinità di questa molecola col radicale sintetico DPPH.

L’attività antiossidante dei nuovi 9,10-secosteroidi (2-5) è stata poi messa in relazione con 

quella posseduta dall’acido ascorbico (vitamina C) e dalla quercetina, noti antiossidanti. 

Per quanto riguarda la comparazione col Trolox è stato fatto un confronto diretto (in quanto 

standard  di  riferimento  della  metodologia  utilizzata)  mentre  per  l’acido  ascorbico  e  la 

quercetina è  stato effettuato un confronto indiretto  valutando la loro attività  rispetto al 

Trolox e  poi  rapportando i  risultati  ai  campioni  di  9,10-secosteroidi.  In  Figura 2 sono 
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Figura 2. Comparazione dell’attività antiossidante dei 9,10-secosteroidi con molecole 

antiossidanti di riferimento

I  dati  del  grafico  riportano il  numero di  moli  necessarie  per  ottenere  lo  stesso  effetto 

antiossidante di 1 mole rispettivamente di trolox, acido ascorbico e quercetina. 

Il  miglior  risultato  è  stato  ottenuto  col  prodotto  5d che  da  lo  stesso  effetto  dell’acido 

ascorbico con un rapporto molare di 2.38 moli di  5d ad una 1 mole d di vitamina C. Per 

quanto riguarda gli altri risultati, la quantità di prodotti necessaria per ottenere lo stesso 

effetto antiossidante dei composti di riferimento è troppo elevata per poterli considerare 

buoni antiossidanti. 
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Parte sperimentale

DPPH

Sono stati inizialmente preparati i campioni relativi agli acidi biliari (acido colico 1a, acido 

desossicolico  1b,  acido  iocolico  1c e  acido  iodesossicolico  1d)  e  agli  estratti  delle 

biotrasformazioni contenenti i  9,10-secosteroidi  2-5 (secondo le metodiche riportate nei 

capitoli 3 e 4) sciogliendo i campioni in metanolo (concentrazione 50 mg/ml).  Si è poi 

passati alle diluizioni degli stessi (Tabella 4) e alla preparazione dei reagenti per il test 

DPPH.

 Radicale  DPPH•:  si  prepara  una  soluzione  0.06  mM  di  DPPH  in  metanolo.  Il 

radicale preparato è stabile per 12 ore a temperatura ambiente e protetto dalla luce. 

 Standard di riferimento Trolox: si prepara una soluzione madre 2 mM di Trolox in 

metanolo.  Dalla  soluzione  madre  si  preparano  diluizioni  da  0.05  a  0.5  mM in 

metanolo, per effettuare la retta di taratura che relaziona la percentuale di inibizione 

con le concentrazioni di Trolox.

Un’aliquota pari a 1.45 mL di radicale DPPH•  è posta in cuvette di quarzo di 10 mm di 

cammino ottico e si effettua la lettura a 515 nm, ottenendo così il valore della assorbanza al 

tempo zero. Si addizionano 50 L delle differenti concentrazioni di standard e si misura  

l’assorbanza dopo 15 minuti. Si ottiene così il valore di assorbanza utilizzata per calcolare 

la % di inibizione secondo la formula riportata di seguito:

 

% inibizione DPPH• =  

dove

 A0 = l’assorbanza prima dell’aggiunta di standard o campione al tempo 0

 A15 = l’assorbanza dopo 15 minuti dall’aggiunta di standard o campione.

Allo  stesso  modo si  procede  addizionando alla  soluzione  di  DPPH  50 L di  campione  

sciolto  in  metanolo  (50  mg/ml)  opportunamente  diluito.  Ottenuta  la  percentuale  di 

inibizione  si  risale  alla  capacità  antiossidante  dei  campioni  nei  confronti  del  radicale 

DPPH•,  espressa in mM di Trolox equivalenti.  Nella Tabella  4 vengono riportati  i  dati 

sperimentali  di  ogni campione analizzato ed i  valori  di  capacità  antiossidante di  tutti  i 
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campioni  analizzati.  Le  misurazioni  sono  state  effettuate  in  doppio  al  fine  di  ridurre 

l’errore sperimentale.

Tabella 4. Dati sperimentali del test DPPH

Campioni g MeOH
(ml)

diluizione mMol/L µMol/g Media DS

1a 0.05 1 1 0.065 1.30 1.33 0.04
1a 0.05 1 1 0.068 1.36
1b 0.05 1 1 0.011 0.22 0.28 0.08
1b 0.05 1 1 0.017 0.34
1c 0,05 1 1 0.017 0.34 0.52 0.25
1c 0.05 1 1 0.035 0.70
1d 0.05 1 1 0.054 1.08 1.10 0.03
1d 0.05 1 1 0.056 1.12

Estratto 2a 0.05 1 10 0.406 81.20 81.80 0.85
Estratto 2a 0.05 1 10 0.412 82.40
Estratto 2b 0.05 1 10 0.238 47.60 47.20 0.57
Estratto 2b 0.05 1 10 0.234 46.80
Estratto 3c 0.05 1 10 0.389 77.80 77.00 1.13
Estratto 3c 0.05 1 10 0.381 76.20

Estratto 4d + 5d 0.05 1 10 0.455 91.00 91.30 0.42
Estratto 4d + 5d 0.05 1 10 0.458 91.60

2a 0.05 1 5 0.165 16.5
2b 0.05 1 5 0.269 26.9
6a 0.05 1 5 0.212 21.2
3c 0,05 1 5 0.335 33.5
6b 0.05 1 5 0.433 43.3
5d 0.05 1 50 0.62 620
4d 0.05 1 5 0.141 14.1
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Photochem

I reagenti R1, R2, R3 e R4 sono forniti in originale dalla ditta Analytic Jena (Germania).

Il reagente R3 (Luminol Work Solution) è preparato addizionando 750 L di reagente 2 al  

reagente 3. Tale soluzione è sufficiente per 40 misurazioni. 

Il reagente R4 (Trolox Work Solution) è preparato aggiungendo 500 L di reagente 1 al  

reagente 4. La soluzione è poi diluita 1:100.  10 L di 4-WS contengono 1 nmole dello  

standard di calibrazione (Trolox).

Viene innanzitutto effettuata la calibrazione dello strumento utilizzando R1, R2, R3 ed una 

sostanza antiossidante di riferimento (R4, trolox) a diverse concentrazioni (0.5, 1 e 2 nM) 

utilizzando i volumi riportati in Tabella 1.

Sono stati poi preparati i campioni da analizzare: gli acidi biliari (acido colico  1a, acido 

desossicolico  1b,  acido  iocolico  1c e  acido  iodesossicolico  1d),  gli  estratti  delle 

biotrasformazioni contenenti i  9,10-secosteroidi  2-5 (secondo le metodiche riportate nei 

capitoli  3  e  4)  ed  infine  i  9,10-secosteroidi  purificati  (2-6)  sciogliendo  i  campioni  in 

metanolo  (concentrazione  50  mg/ml).  Successivamente  si  passa  alla  diluizione  dei 

campioni (Tabella 5) sulla base dei risultati forniti dal test DPPH e all’analisi dei campioni 

(opportunamente diluiti sulla base del test DPPH) utilizzando le medesime quantità dei vari 

reagenti e 10 μl di campione (50 mg/ml MeOH). 

La durata della corsa di ogni campione è di 180 secondi e la capacità antiossidante viene 

misurata dall’integrale al di sotto della curva ed è espressa in nmol di Trolox equivalenti.

Nella tabella 5 vengono riportate le condizioni sperimentali di ogni campione analizzato ed 

i valori di capacità antiossidante di tutti i campioni analizzati. Per garantire una maggior 

affidabilità dei risultati ogni campione è stato analizzato in doppio. Viene poi calcolata la 

media delle due misurazioni.
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Tabella 5. Dati sperimentali del test di fotochemiluminescenza

Campioni g ml Dil. µL nmol lette nmol/g µmol/g Media SD
1a 0.05 1 1 10 0.07 140 0.14 0.25 0.16
1a 0.05 1 1 10 0.18 360 0.36
1b 0.05 1 1 10 0.44 880 0.88 0.86 0.03
1b 0.05 1 1 10 0.42 840 0.84
1c 0.05 1 1 10 0.16 320 0.32 0.31 0.01
1c 0.05 1 1 10 0.15 300 0.30
1d 0.05 1 1 10 0.41 820 0.82 0.82 0.00
1d 0.05 1 1 10 0.41 820 0.82

Estr. 2a 0.05 1 20 10 1.94 77600 77.60 80.60 4.24
Estr. 2a 0.05 1 20 10 2.09 83600 83.60
Estr. 2b 0.05 1 30 10 2.11 126600 126.60 128.40 2.55
Estr. 2b 0.05 1 30 10 2.17 130200 130.20
Estr. 3c 0.05 1 30 10 1.96 117600 117.60 121.20 5.09
Estr. 3c 0.05 1 30 10 2.08 124800 124.80

Estr. 4d + 5d 0.05 1 30 10 2.13 127800 127.80 126.90 1.27
Estr. 4d + 5d 0.05 1 30 10 2.1 126000 126.00

2a 0.05 1 50 10 1.85 185000 185.00 184.50 0.71
2a 0.05 1 50 10 1.84 184000 184.00
2b 0.05 1 100 10 1.64 328000 328.00 330.00 2.83
2b 0.05 1 100 10 1.66 332000 332.00
6a 0.05 1 100 10 1.36 272000 272.00 286.00 19.80
6a 0.05 1 100 10 1.5 300000 300.00
3c 0.05 1 200 10 0.96 384000 384.00 366.00 25.46
3c 0.05 1 200 10 0.87 348000 348.00
6b 0.05 1 200 10 0.6 240000 240.00 254.00 19.80
6b 0.05 1 200 10 0.67 268000 268.00
5d 0.05 1 500 10 0.6 600000 600.00 605.00 7.07
5d 0.05 1 500 10 0.61 610000 610.00
4d 0.05 1 50 10 1.4 140000 140.00 139.50 0.71
4d 0.05 1 50 10 1.39 139000 139.00

La  valutazione  dell’attività  antiossidante  mediante  i  test  DPPH  e  Photochem  ha 

evidenziato in entrambe le metodologie (che valutano l’attività antiossidante nei confronti 

di  due  diversi  radicali,  DPPH e  anione  superossido  rispettivamente)  che  gli  estratti  di 

biotrasformazione  e  i  9,10-secosteroidi  purificati  presentano  un’attività  antiossidante 

nettamente superiore ai prodotti di partenza della biotrasformazioni (acidi biliari 1 a-d).
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        Il progetto di questo lavoro di tesi è stato finanziato dalla ditta ICE srl di Reggio  

Emilia,  azienda  leader  nella  produzione  di  acido  ursodesossicolico  (UDCA).  Questo 

principio  attivo,  che  viene  utilizzato  nel  trattamento  della  calcolosi  biliare,  viene 

sintetizzato a partire da acido colico e acido chenodesossicolico presenti, rispettivamente, 

nella bile bovina e suina.

Lo  screening  biotrasformativo  effettuato  su  diversi  ceppi  appartenenti  al  genere 

Rhodococcus ha in parte disatteso lo scopo primario del progetto (C-7 idrossilazione e C-6 

ossidazione) in quanto non sono stati trovati microrganismi in grado di effettuare reazione 

di  idrossilazione  in  posizione  C-7.  Per  quanto  riguarda  l’ossidazione  in  C-6  un unico 

ceppo,  Rhodococcus globerulus, testato sull’acido iodesossicolico è risultato in grado di 

effettuare tale reazione generando il 3,6-dicheto derivato (34%). 

È stato inoltre isolato un prodotto non ancora noto in letteratura corrispondente all’acido 

3,6-dicheto-colan-1-ene-24-oico (40%) ancora in fase di caratterizzazione.

Per la prima volta sono stati ottenuti da biotrasformazione di acido iodesossicolico con 

Rhodococcus  spp. due  nuovi  9,10-secosteroidi  (acido  3,9β-diidrossi-6ξ,9 -epossi-9,10-

seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-triene-22-oico  e  acido  3,4,9β-triidrossi-6β,9 -epossi-

9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-triene-22-oico)  in  forma  emiacetalica  con  parziale 

degradazione della catena in C17. Tali risultati sono stati oggetto di pubblicazione [S. Costa, 

P. P. Giovannini, G. Fantin, A. Medici, P. Pedrini, Helvetica Chimica Acta, 96, 1062-1071 

(2013).]. 

Ampliando  la  ricerca  su  altri  acidi  biliari  (acido  colico  e  acido  desossicolico)  e 

focalizzando l’attenzione sul ceppo Rhodococcus ruber sono stati isolati altri nuovi 9,10-

secosteroidi  (acido  3,7-diidrossi-9-cheto-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10),11-

tetraene-22-oico  e  acido  3,12-diidrossi-9-cheto-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-

triene-22-oico, rispettivamente) anche in questo caso con una parziale degradazione della 

catena in C17  oltre ad avere il  gruppo ossidrilico in C12 in posizione  .  L’inversione di 

configurazione di tale gruppo funzionale sembra non essere necessaria per la successiva 

rottura  dell’anello  B  come  proposto  negli  processi  di  degradazione  degli  acidi  biliari. 

Anche  nella  biotrasformazione  di  acido  iocolico  con  Rhodococcus ruber  si  ha  la 

formazione di un nuovo 9,10-secosteroide che riarrangia in forma emiacetalica e dopo la 

perdita  di  due  molecole  d’acqua porta  alla  formazione  del  derivato  furanico  (acido  3-

idrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10),6,8-pentaene-22-oico).  Anche 
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questi risultati sono stati oggetto di pubblicazione [S. Costa, P. P. Giovannini, G. Fantin, A. 

Medici, P. Pedrini, Helvetica Chimica Acta, 96, 2124-2133 (2013)].

Dal momento che molecole simili presentano attività biologica, sono stati condotti studi 

mirati  alla  valutazione  dell’attività  antimicrobica  e  dell’attività  antiossidante  dei  9,10-

secosteroidi isolati in questo lavoro.

La valutazione dell’attività antibatterica su batteri fitopatogeni e su batteri patogeni per 

l’uomo dei nuovi 9,10-secosteroidi non ha fornito risultati interessanti. Risultati negativi 

sono stati ottenuti anche su Candida albicans. 

Per quanto riguarda l’attività antifungina, in generale i 9,10-secosteroidi sono stati in grado 

di inibire la crescita di funghi fitopatogeni. Tali risultati, comparati con quelli ottenuti con 

gli acidi biliari di partenza, hanno dimostrato che su  Pythium ultimum  l’acido 3,7α,12α-

triidrossi-9-osso-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10)-trien-22-oico,ottenuto  dalla 

biotrasformazione dell’acido colico, inibisce la crescita di questo patogeno del 95% mentre 

il prodotto di partenza presenta attività antifungina molto bassa (23%).

Con Sclerotinia minor il prodotto derivante da biotrasformazione dell’acido iocolico (acido 

3-idrossi-6,9-epossi-9,10-seco-23,24-dinorcolan-1,3,5(10),6,8-pentaene-22-oico)  inibisce 

quasi totalmente la crescita mentre con l’acido iocolico si ottiene un’inibizione del 56%. 

Anche  nel  caso  di Fusarium  moniliforme alcuni  9,10-secosteroidi  presentano  attività 

antimicotica superiore a quella dell’acido biliare corrispondente infatti la miscela di 9,10-

secosteroidi ottenuti dalla biotrasformazione dell’acido iodesossicolico inibisce la crescita 

di tale patogeno del 95% mentre l’acido biliare di partenza presenta una resa di inibizione 

del 39%.

Gli  stessi  test,  effettuati  su  funghi  dermatofiti,  hanno  evidenziato  che  la  crescita  di 

Trichophyton tonsurans risulta  essere  inibita  dalla  miscela  di  9,10-secosteroidi  ottenuti 

dalla biotrasformazione dell’acido iodesossicolico con valori nettamente superiori a quelli 

forniti dall’acido biliare di partenza.

La  valutazione  dell’attività  antiossidante,  effettuata  mediante  le  metodiche  DPPH  e 

Photochem,  ha  evidenziato  che  tutti  i  nuovi  9,10-secosteroidi   prodotti  da 

biotrasformazione  hanno  una  capacità  antiossidante  di  gran  lunga  superiore  a  quella 

posseduta  dagli  acidi  biliari.  La  comparazione  di  questi  risultati  con  quelli  forniti  da 

molecole antiossidanti  di  riferimento ha dimostrato che la  quantità  di  9,10-secosteroidi 

175



necessaria per ottenere lo stesso effetto antiossidante dei composti di riferimento è troppo 

elevata per poterli considerare dei buoni antiossidanti.
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