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Enzimologia. — La riduzione biologica del colestenone (*}. Nota 
di S a n d r a  C a r i n i  ed E n r ic a  G a l l i , presentata (**} dal Corrisp. 
C. A r n a u d i .

È da tem po stabilito  che la riduzione biologica del colesterolo conduce 
alla formazione di coprosterolo (5 j3-colestan~3-(3-olo), il derivato  saturo 
norm alm ente rinvenuto  nel contenuto in testinale e nelle feci di m am m iferi 
ed o ttenu to  anche in vitro per riduzione batterica dello sterolo insaturo sopra 
detto .

In laboratorio  il coprosterolo non può essere o ttenu to  d ire ttam en te  per 
via chimica dal colesterolo, e due m etodi sono s ta ti usati per la sua sintesi: 
il prim o consiste nella idrogenazione catalitica deirallocolesterolo (colest-4— 
en-3-p-o lo ) con formazione di una miscela di coprosterolo e colestanolo 
(5 a-co lestan -3 -p -o lo ) [1]. Il secondo m etodo [2] perm ette  di o ttenere copro
sterolo puro form ando due com posti interm edi e consiste in una prim a ossi
dazione del colesterolo a colestenone, ih cheto derivato  con doppio legame in 
posizione 4-5; in seguito com porta una parziale riduzione a coprostanone; 
questo composto viene infine ulteriorm ente rido tto  a coprosterolo.

Sorgeva così l ’ipotesi che ne ll’organismo anim ale il colesterolo venisse 
rido tto  per una delle due vie sopra indicate per o ttenere chim icam ente il 
coprosterolo e cioè passando o a ttraverso  l ’allocolesterolo o attraverso  il 

.colestenone ed il coprostanone come prodo tti interm edi. La prim a possibi
lità  venne sca rta ta  perché non si era m ai po tu to  trovare allocolesterolo anche 
in tracce nell’organism o anim ale [3]. In quanto  alla seconda venne appoggiata 
da Schoenheìm er e coll. [4] che dim ostrarono come il colestenone o il copro- 
stanorie som m inistrati a cani o uomini con la dieta portino ad una maggior 
escrezione di colesterolo, se un iti a diete prevalentem ente di carboidrati, o 
di coprosterolo, se la d ieta è in gran parte  proteica. Inoltre, sem pre secondo 
i sopra cita ti A utori, som m inistrando coprostanone m arcato  con deuterio il 
coprosterolo escreto risu ltò  contenere deuterio; questo provò inequivocabil
m ente che il coprostanone in vivo poteva essere trasform ato  in coprosterolo 
anche se il deuterio ritro v a to  nel coprosterolo risultò  essere una piccola quan
tità  rispetto  alla dose som m inistrata . Gli A utori avanzarono l ’ipotesi, certa
m ente m olto probabile, che lo sterolo m arcato e non ritrovato  negli escreti 
fosse sta to  in p arte  assorbito o diversam ente m etabolizzato.

L ’ipotesi di Schoenheim er fu acce tta ta  anche da Rosenheim  e W ebster 
[5-6]; gli A utori appoggiarono l ’ipotesi che anche nell’organism o la formazione

(^) Lavoro eseguito presso il Centro di Studio per le Trasformazioni Microbiche di Idro
carburi, Steroidi e derivati, del Consiglio Nazionale delle Ricerche, aggregato all’Istituto di 
Microbiologia Agraria e Tecnica dell’Università di Milano.

(**)■ Nella seduta del 12 maggio 1962.
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di coprosterolo segua la stessa via che viene usata  in laboratorio e com prenda 
così una prim a ossidazione del colesterolo a colestenone seguita da una rid u 
zione a coprostanone. Il colestenone può essere riconvertito  a colesterolo 
essendo questo un processo biologicam ente reversibile, ed è un composto tro 
vato, anche se in piccole q u an tità , nei tessuti [7-8-9-10] e nelle feci assieme 
ad a ltii chetoni [11]. I succitati A utori non riuscirono però in esperim enti 
in vitro ad o ttenere coprosterolo da colesterolo e colestenone.

F ra  r ip ro d o tti supposti interm edi in questa trasform azione biochimica 
si era fino ad allora isolato dalle feci il solo colestanone m a non il coprostanone. 
Solo qualche anno più tard i anche il coprostanone è sta to  separato  da feci 
um ane [12] per crom atografia su allum ina della frazione insaponificabile.

In  appoggio alla ipotesi in istudio oltre alla possibilità di o ttenere biologi
cam ente coprosterolo da colestenone e coprostanone, e di isolare questi com 
posti dalle feci, alcuni A utori e tra  gli altri anche Rosenheim  e W ebster 
(loc. cit.) osservarono che la parziale o to tale idrogenazione del colestenone e 
l ’ossidazione della sua catena laterale portano  a num erose sostanze che è noto  
hanno un ruolo im portan te  nel m etabolism o animale.

In seguito Anchel e Schoenheim er [13] videro la possibilità che l ’aum ento 
nell’escrezione di colesterolo in seguito alla dieta con colestenone e carboi
d ra ti possa non derivare dal colestenone som m inistrato  m a da un effetto se
condario sul m etabolism o degli steroli, essendo noto  che squalene o varie 
altre sostanze date  con l ’alim entazione aum entano l ’escrezione di colesterolo; 
ed in fa tti quando i sopra c ita ti A utori alim entarono topi con deuterocoleste- 
none non ebbero da ti sicuri sulla formazione di colesterolo da colestenone: 
dalle fed  riuscirono ad isolare solo insignificanti q u an tità  di colesterolo con 
deuterio.

Russel e coll. [14] ripeterono resperim ento  di Schoenheim er [4] usando 
anziché il colestenone, il 4-deidrotigogenone (I), una sostanza che ha la s tru t
tu ra  del nucleo steroidico del colestenone, m a la catena laterale ca ratteristica 
delle sapogenine. D alla frazione insaponificabile delle feci isolarono i composti 
della figura 2 e cioè diosgenina (II), sm ilagenina (III)  e epism ilagenina (IV) 
corrispondenti rispettivam ente a colesterolo, coprosterolo, ed epicoprosterolo. 
Gli A utori ritennero di venire in appoggio con questa loro esperienza alla teoria 
di Schoenheimer, che il colestenone sia un interm edio nella formazione del 
coprosterolo nelPorganism o.

Rosenfeld e collaboratori [15] in prove in vivo ed in vitro con colesterolo— 
3 d , 4 -C 14 oltre a dare una dim ostrazione della conversione biologica del cole
sterolo in coprosterolo, dai da ti o tten u ti sperim entalm ente poterono arguire 
che il coprosterolo è prodotto  dal colesterolo principalm ente per un processo 
che non coinvolge il gruppo idrossilico in C3, m a per d ire tta  saturazione 
del doppio legame C5-C ó del colesterolo, per cui è molto im probabile, se
condo d e tti A utori, che tale trasform azione segua la via indicata nella fig. 1, 
passando attraverso  i derivati chetonici. Se questo avvenisse, il deuterio in C3 
verrebbe perso nella formazione del colestenone ed il rapporto  che gli A utori 
studiano fra deuterio e C14 nel colesterolo di partenza e nel coprosterolo di

46 . —  RENDICONTI 1962, Voi. XXXII, fase. 5
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arrivo, verrebbe a dim inuire anziché rim anere invariato. Potrebbe inoltre 
essere valida l ’ipotesi che il medesimo coenzima ridotto , che aveva agito 
come accettore d ’idrogeno nella fase ossidante andasse a sa tu rare  il chetone 
insaturo. M a i d a ti sperim entali portarono ad un risu lta to  opposto al preve
dibile e cioè nel coprosterolo il rapporto  D/C14 fu m aggiore che nel coleste
rolo di partenza; e prove di laboratorio  stabilirono che in p arte  il deuterio 
non era più in C3 o solo in C3 m a in altra  parte  della molecola m olto pro
babilm ente in C5-C ó.

Perciò gli A utori fecero l ’ipotesi che una p arte  del colesterolo aveva 
agito  come donatore di deuterio ad altro  colesterolo, in seguito trasform ato  
in coprosterolo, e che quindi p a rte  del colesterolo sia sta to  ossidato in altre 
sostanze non più reperibili come steroli, con conseguente perd ita  di C14.

Questo risu lta to  a nostro  avviso potrebbe sem pre far dub itare  che in C3 
qualcosa venga a m u tare  e che il deuterio possa venire trasporta to ; ciò ci 
sem bra possa in p arte  infirm are l ’asserzione degli A utori c ita ti secondo cui il 
colesterolo si converte in coprosterolo senza obbligatoriam ente passare per i 
com posti chetonici.

Le ricerche qui descritte  tendono a dare una ulteriore prova, in appoggio 
a quella sopra accennata di Rosenfeld e collaboratori, che il coprosterolo si 
form a dal colesterolo senza passare per com posti interm edi chetonici. Che 
colestenone e coprostanone possano essere rid o tti a coprosterolo in vivo specie 
con una d ieta carnea o in vitro in condizioni di anaerobiosi è facile am 
m etterlo , essendo questi, due derivati ossidati del colesterolo e del copro
sterolo e quindi facilm ente riducibili. L a riduzione in C3 del colestenone 
a colesterolo, già d im ostra ta  come conversione reversibile, non è altro  che 
la prim a tappa  verso la riduzione più com pleta a coprosterolo. È facile anche 
am m ettere che nel contenuto intestinale si possano reperire colestenone e 
coprostanone form atisi in a ltri processi ossidativi che non coinvolgono di 
necessità le trasform azioni rid u ttiv e  ora allo studio.

Allo scopo, in prove in vitro, sem inate con una fiora di origine fecale a tta  
a ridurre  il colesterolo a coprosterolo, si sono ricercati dopo diversi tem pi 
di incubazione i derivati chetonici e gli steroli saturi eventualm ente prove
n ien ti dalla ferm entazione del colesterolo e del colestenone.

P a r t e  s p e r im e n t a l e .

Terreni colturali

1) T erreno cervello cervello 2 % , peptone 1 % , glucosio
0,1 % , cisteina o, i %  pH  =  6,7.

2) Terreno cervello privo steroli cervello privo steroli 2 % , peptone
1 °/o, glucosio 0,1 7o, cisteina 0,1 °jQ 
pH =  6,7.
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Il cervello u tilizzato per la preparazione dei terreni colturali fu cervello 
di bue liofilizzato. Per il terreno colturale 2 il cervello liofilizzato fu estra tto  
fino ad esaurim ento, dapprim a con acetone, quindi con etere etilico. Si con
siderò privo di steroli quando l ’u ltim a frazione e s tra tta  con etere non contenne 
più sostanze precipitabili con digitonina.

Gli steroli aggiunti ai terreni colturali furono: colesterolo del commercio 
purificato, per elim inare le eventuali tracce di steroli saturi presenti, secondo 
il m etodo di Schoenheim er [16]. Il colestenone fu o ttenu to  da colesterolo per 
via biologica.

I terreni colturali furono sterilizzati per tindalizzazione: gli steroli vennero 
aggiunti, prim a dell’u ltim a sterilizzazione, sciolti in 1 cc di alcool etilico a caldo 
nella q u an tità  di 50 mg per coltura.

Per ogni coltura si usarono cc 50 di terreno colturale, che dopo la sem ina 
e l’aggiunta di cloridrato di cisteina alb i %OJ si incubarono a 370 C in con
dizioni di anaerobiosi.

Estrazione e identificazione degli steroli delle colture. -  I liquidi colturali 
dopo incubazione vennero saponificati con KOH al 6 0 %  (20 cc per coltura) 
in un bagnom aria per io  ore; indi e s tra tti in im buto separatore con etere e ti
lico. Dopo evaporazione dell’etere, gli steroli to tali così o tten u ti vennero 
saggiati per crom atografia su stra to  so ttile  secondo S tahl [17] (fase mobile: 
cloroformio; rivelatore: H 2S0 4) per l ’identificazione dei (T-idrossi-steroli; e 
su ca rta  W atm ann  n. 1 (fase mobile: m etanolo; rivelatore: 2 ,4-d in itro-fen ili- 
drazina) per l’identificazione dei derivati chetonici.

Per la separazione ed identificazione del coprosterolo si usarono m etodi 
già da noi indicati in altro  lavoro [18].

Semina ed incubazione. — Si sem inarono i brodi colturali con una miscela 
di b a tte ri fecqli che da tem po si è d im ostra ta  a t ta  a ridurre  in vitro la molecola 
del colesterolo a coprosterolo. Le colture vennero incubate a 370 C in apparec
chio per4 anaerobi e per il tem po indicato  dalla Tabella I.

R is u l t a t i  s p e r im e n t a l i .

In  una prim a serie di esperienze (Tabella I) incubando colesterolo nelle 
ad a tte  condizioni sperim entali si volle stabilire se nelle colture ove si formi 
coprosterolo si abbia anche presenza di colestenone o di a ltro  chetone identifi
cabile con coprostanone, che potrebbero  essere considerati p rodo tti in term edi 
nella trasform azione del colesterolo a coprosterolo.

Incubando colestenone, nelle medesim e condizioni sperim entali, si cercò 
di stabilire se la m edesim a flora ché agisce in vitro riducendo il colesterolo a 
coprosterolo è anche a t ta  a trasform are il colestenone a coprosterolo.
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T a b e l l a  I.

Riduzione del colestenone e colesterolo a coprosterolo.

Sterolo
aggiunto

Tempo di 
incubazione

Colestenone Coprosterolo
1 erreno colturale cromato-

grafia
cromato-

grafia mg

I terrena cervello 2 colesterolo 5 giorni +
2 » » 2 colestenone 5 giorni + +

3 » » 2 colestenone 2 giorni tracce + 13,4
4 » » 2 » 4 giorni — + 25,3
5 » » 2 » 6 giorni — +. 40,1

6 » » 1 — 1 giorno — ■ +
7 » » 1 — 2 giorni ■—■ - +
8 » » 1 — 3 giorni — +
9 » » 1 — 5 giorni — -f

io
11
12

[ » »

1

1 io ore — + n ,3

13
1

14
15

[ » »

1

1 24 ore + 15,5

16
1

17
18

[ » , »
1

1 36 ore + 28,0

19
1

20
21

[ » »

1

1 48 ore +  • 64,2

22
1

23
24

<1

| » » 

ì
1 8 giorni + 40,3

In  una seconda serie di prove si ripetè  l ’esperienza sopra descritta , in tre 
ripetizioni per ognuna, allo scopo di riunire gli e s tra tti e po ter meglio identifi
care i deriva ti chetonici eventualm ente form atisi anche in tracce nella trasfor
mazione.

Si ridussero anche i tem pi di incubazione in modo di seguire nelle prim e 
ore di ferm entazione gli eventuali nuovi steroli che si venivano form ando. L a 
riduzione in istudio è una trasform azione che avviene con re la tiva  lentezza 
per cui non si è creduto opportuno  di ridurre  eccessivam ente il tem po fra un 
controllo ed il successivo. L ’accum ulo di coprosterolo ci ha chiaram ente indi
cato che i tem pi da noi fissati erano esatti.

Riduzione del colestenone a coprosterolo. — Nelle prove in vitro rip o rta te  e 
riassunte nella tabella 1 si può osservare che il colestenone è sta to  m etaboliz
zato (Tabella I, nn. 2—3-4—5); dopo 5 giorni di incubazione, nelle condizioni
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sopra descritte, il colestenone era presente in piccolissime q uan tità , m entre 
la m aggior p a rte  di esso era recuperabile come coprosterolo (Tabella I, n. 2). 
Dalle crom atografie eseguite su s tra to  so ttile  si poterono individuare tracce di 
un composto con R f e colore uguali al colesterolo di controllo.

Anche nelle prove nn. 3- 4-5  il colestenone è sta to  com pletam ente m eta 
bolizzato; si è qui av u ta  una rapidissim a trasform azione dello sterolo che 
dopo 2 giorni di incubazione era presente solo in tracce, per non essere più 
evidenziabile già al 40 e 6° giorno. Q uando si valutò q u an tita tiv am en te  il 
coprosterolo derivante dal colestenone, si potè osservare che, m entre  il copro
sterolo andava aum entando len tam ente col passare dei giorni di incubazione, 
il colestenone scom pariva subito  nei prim issim i giorni.

Riduzione del colesterolo a coprosterolo. — Incubando la miscela di b a tte ri 
di origine fecale, di cui sopra, in terreno cervello 1, si o ttiene la riduzione del 
colesterolo a coprosterolo, m a in nessun caso, come si vede dalla T abella I 
(nn. 6—24), pur aum entando il liquido colturale es tra tto  e variando i tem pi 
di incubazione, si riuscì in  crom atografia su ca rta  o su stra to  so ttile  secondo 
S tahl, a m ettere  in evidenza tracce benché m inim e di colestenone, dopo sepa
razione, dall’es tra tto  steroidico totale, della frazione dei (3—idrossisteroli per 
precipitazione con digitonina.

Anche il colesterolo cristallino aggiunto al terreno colturale 2 (Tabella I, 
n. 1) fu m etabolizzato ed in g ran  p a rte  rido tto  a coprosterolo senza poter 
rin tracciare chetoni nei liquidi colturali.

Concludendo, nelle nostre ricerche abbiam o cercato di d im ostrare che 
il colestenone non com pare neppure in tracce nelle nostre colture in vitro 
e cioè in am biente ben diverso dall’in testino  anim ale su cui si erano svolte 
le prove dei precedenti A utori e dove avvengono num erosissim e altre  t r a 
sform azioni.

I nostri (dati sperim entali suggeriscono che vi sono p rodo tti in term edi 
nella trasform azione del colestenone a coprosterolo; in fa tti, m entre  il copro
sterolo àum enta g rad atam en te  col passare del tem po di incubazione, il cole
stenone scom pare nei prim i giorni di ferm entazione, ed il colesterolo è rileva
bile in crom otografia solo in tracce. Sem brerebbe perciò che il colesterolo sia 
veram ente una tap p a  nella trasform azione del colestenone a coprosterolo, 
m a che sussistano a ltri interm edi, ancora non identificati.

R ia s s u n t o .

Dalle esperienze di ferm entazione in vitro del colestenone e del colesterolo 
si può stab ilite  quanto  segue:

i° il colestenone può essere rid o tto  in vitro a coprosterolo da una  m i
scela di b a tte ri di origine fecale, che riduce in vitro anche il colesterolo a copro
sterolo;
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2° il colestenone non è tu tta v ia  rin tracciabile in nessuna delle colture 
in vitro ove il colesterolo viene rido tto  a coprosterolo; perciò si ritiene che 
detto  cheto-sterolo  non sia p rodo tto  interm edio nella trasform azione del cole
sterolo a coprosterolo; p u r essendo esso presente nelle feci e nel contenuto 
in testinale è da ritenere che derivi da a ltre  trasform azioni biologiche;

30 nella riduzione del colestenone a coprosterolo com paiono tracce di 
un  com posto che in crom atografia presenta R f e colore del colesterolo. D ai dati 
sperim entali si può fare l ’ipotesi che oltre al colesterolo si formino a ltri in te r
medi ancora non identificati nel corso della idrogenazione del colestenone a 
coprosterolo.
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