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RESUMEN . La biotransformación de esteroides mediante microorganismos es
una alternativa a la séntesis quémica total de este tipo de compuestos de recono-
cido interás en el tratamiento de diversas enfermedades que afectan al hombre
y a los animales . Tales drogas incluyen corticosteroides, anticonceptivos, dro-
gas geriútricas y hormonas sexuales, entre otros. Muchos microorganismos de
diferentes gáneros muestran la capacidad de degradar los esteroles naturales
(colesterol, (3-sitosterol, campesterol, estigmasterol etc .), y esta capacidad ha sido
explotada para obtener mutantes que degradan selectivamente la estructura
quémica esteroidal, facilitando los pasos posteriores de séntesis . De todos los
gáneros microbianos, Mycobacterium y Arthrobacter han sido los mús utiliza-
dos . La cepa A . simplex ATCC 6946 y el mutante Mycobacterium sp . NRRL
B3683 fueron utilizados en un ensayo de biotransformación mixta, empleando
el colesterol como substrato . Ambos microorganismos mostraron similares ca-
racterésticas de crecimiento, tanto en medio ménimo como medio rico . El nitra-
to de néquel fue efectivo como inhibidor enzimútico en los ensayos de biotrans-
formación con cálulas de Arthrobacter, ya que fue posible detectar androstadien-
diona (ADD), androstandiona (AD) y testosterona (TES), a partir de colesterol .
Por otra parte, los resultados de los ensayos de biotransformación mixta
indican que los rendimientos se incrementan notablemente si el medio de
fermentación se inocula inicialmente con cálulas de Arthrobacter, se incu-
ba durante las primeras 24 h para posteriormente finalizar con cálulas de
Mycobacterium .

ABSTRACT. Steroid biotransformation through microorganisms has been used
as an alternative to the total chemical synthesis of various compounds of bio-
chemical interest. They comprise sexual hormones, contraceptives, geriatric
drugs, corticosteroids, etc ., for the treatment of disorders affecting humans and
animals. The capacity of metabolizing natural sterols i .e . cholesterol, (3-sitosterol,
campesterol, stigmasterol, etc ., is widespread among different genera of micro-
organisms. This ability has been focused to obtain mutants, which degrade se-
lectively, the steroidal structure, making easier further chemical synthesis of
the final compounds . Of all genra, Mycobacterium and Arthrobacter have been
the most employed, according to literature. The strain A. simplex ATCC 6946
and the mutant Mycobacterium sp . NRRL B3683 were used in a mixed biotrans-
formation assay using cholesterol as a substrate . Both microorganisms showed
similar growth parameters in rich and minimal media . Detection of androsta-
dienedione (ADD), as well as androstandione (AD) and testosterone (TES)
in cholesterol biotransformation experiments indicated that enzyme inhi-
bition by Nit - seems to be effective in Arthrobacter cells . lllrthermore, ADD
yield was higher if Arthrobacter cells were firstly added to the fermenta-
tion broth at the initial 24 h of incubation and following the Mycobacte-
rium cells .

INTRODUCCION

La biotransformación de estero-
les naturales a precursores esteroi-
dales avanzados mediante microor-
ganismos ha representado en los íl-
timos años una alternativa a la sén-
tesis quémica total de esteroides de
importancia biomádica y farmacoló-
gica. Tales drogas incluyen corticos-
teroides, anticonceptivos, drogas
geriútricas y hormonas sexuales . 1

En general, estos compuestos se
pueden sintetizar de tres formas di-
ferentes, a saber : por véa quémica,
microbiológica o combinación de
ambas. La véa microbiológica resul-
ta mús conveniente que la séntesis
quémica total, debido a que es mús
selectiva y eficiente, ya que no da
lugar a reacciones secundarias y los
rendimientos finales son mayores .

Muchos gáneros de microorga-
nismos pueden utilizar los esteroles
naturales dá origen vegetal o animal,
como fuentes de carbono y energéa,
degradando estos compuestos has-
ta CO2 y H2O. Incluyen especies de
Mycobacterium, Arthrobacter, No-
cardia, Bacillus, Rhodococcus, Strep-
tomyces, entre otros . 1,2

Esta capacidad no tiene interás co-
mercial . Sin embargo, la ruptura selec-
tiva de la cadena lateral puede produ-
cir esteroides C19 o C22 con el nícleo ci-
clopentanoperhidrofenantreno intac-
to." Tales compuestos son factibles de
modificar quémicamente para sinteti-
zar esteroides de amplio uso en el tra-
tamiento de diversas enfermedades .
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La posibilidad de emplear con-
juntamente cálulas de Arthrobater
simplexyMycobacterium sp. NRRL-
B3683 pudiera favorecer los proce-
sos de biotranformación, haciándo-
los mús eficientes . Otros autores'
han reportado este tipo de fermen-
tación mixta Arthrobacter-Mycobac-
terium, en dos pasos. La col estenona
obtenida luego de un primer paso de
degradación del colesterol median-
te A . simplex, es extraéda y utilizada
posteriormente como substrato en
un segundo paso de fermentación
con Mycobacterium . Esto favorece
notablemente los rendimientos fina-
les en ADD.

Este trabajo tuvo como objetivo
ensayar una fermentación mixta
Arthrobacter-Mycobacterium, de for-
ma tal que la colestenona producida
por las cálulas de Arthrobacter véa
oxidación del colesterol, fuera toma-
da directamente por la cálulas de
Mycobacterium, en el propio medio
de fermentación, sin mediar ningu-
na purificación. Esta metodologéa de
fermentación favorece igualmente
un aumento en los rendimientos .

MATERIALES Y METODOS
Microorganismos

Se utilizó la cepa de colección
Mycobacterium sp. NRRL-B3683,
mutante bloqueado en la degrada-
ción de esteroles, que produce an-
drostadiendiona como compuesto
mayoritario. Se empleó ademús la
cepa de Arthrobacter simplex
ATCC6946, que degrada completa-
mente los compuestos esteroida-
les 4,9

Medios de cultivo

Medio rico NB, con la composi-
ción que se indica, por litro : 8 g cal-
do nutritivo (OXOID), 1 g extracto de
levaduras, 0,5 g glicerol . 10Medio mé-
nimo MM, contiene las sales inor-
gúnicas, por litro : 0,5 g KZHP04 , 0,2 g
MgSO4 . 7H,O, 0,bi g FeSO4 . 7H20,
glucosa 10 g . Para evitar la forma-
ción de agregados celulares, en el
caso de las cálulas de micobacterias,
se añade Pween 80 a los medios tt,
cultivo .,

Determinación de parúmetros de
crecimiento

Para la determinación de los pa-
rúmetros de crecimiento, velocidad
de multiplicación (¡) y tiempo de
generación (Tg), se partió de culti-
vos 'frescos de ambos microorganis-
mos, 18 a 20 h, en medio NB, con
aproximadamente 10' unidades for-
madoras de colonias (UFC)/mL . Fue
inoculado 0,1 mL a 100 mL de me-

dios NB o MM, que contenéan Pween
80, 0,1 % (p/v) . En estas condiciones,
los cultivos fueron incubados con
agitación, 200 r/min, a 30 ÓC, y las
muestras fueron tomadas a interva-
los. La variación de las densidades
ópticas (D.O.) de los cultivos fue to-
mada como una medida del creci-
miento. Para el medio rico NB, las
mediciones de D.O. se realizaron a
una longitud de onda (a,) de 540 nm,
mientras que para el medio ménimo
MM fue de 420 nm .

El cúlculo de estos parúmetros se
realizó siguiendo los criterios clúsi-
cos para el crecimiento de microor-
ganismos, tomando solo las densida-
des ópticas en la fase exponencial de
crecimiento. Las curvas de creci-
miento fueron realizadas por tripli-
cado, tomando en cuenta sólo los
valores promedio para los estima-
dos estadésticos ."

Sensibilidad al nitrato de néquel

Para estos fines, fueron prepara-
das placas de medio NB con diferen-
tes concentraciones de nitrato de
néquel. Posteriormente, se coloca-
ron gotas de cultivos frescos NB so-
bre las placas . El crecimiento fue
evaluado mediante apreciación vi-
sual de las placas luego de 48 h de
incubación a 30 ÓC, contra una placa
control sin el compuesto .

Ensayos de biotransformación em-
pleando nitrato de néquel

Cinco mililitros de cultivo MM
fueron inoculados a partir de cálu-
las deArthrobactersimplex, crecidas
previamente en medio NB, de 18 a
20 h con agitación a 30 Ó C . Luego de
48 h de incubación en las mismas
condiciones, los cultivos fueron
centrifugados a 6 000 r/min, 10 min,
lavados con agua destilada y final-
mente añadidos a 50 mL de MM +
nitrato de néquel, 200 mg/L y 50 mg
de colesterol resuspendido en 10 mL
de Tween 40, 1 % (p/v) .

Las muestras fueron tomadas y
esterilizadas por autoclave, conside-
rando diferentes tiempos de incuba-
ción, a 30 ÓC en zaranda, 200 r/min y
finalmente, sometidas a anúlisis qué-
mico .

ciones con cálulas de Mycobacte-
rium . Las muestras fueron final-
mente esterilizadas y sometidas al
anúlisis quémico correspondiente .

Anúlisis quémico

Los cultivos fueron acidificados
a pH 2,0 con HC1 6 mol/L y extraédos
con volímenes iguales de acetato de
etilo. Luego de lavar con agua hasta
pH neutro, el disolvente orgúnico
fue secado sobre sulfato de magne-
sio y removido al vacéo para obtener
los residuos correspondientes . Para
los anúlisis cuantitativos de los pre-
cursores esteroidales producidos
fueron empleadas las condiciones
siguientes: las muestras fueron
eluidas sobre columna Merck Lichro-
sorb RP8,125 x 4 mm, utilizando mez-
cla metanol : agua 65:35 (v/v), median-
te un flujo de 1,5 mL/min . La detec-
ción en cromatograféa HPLC fue
realizada a 254 nm . Las cantidades
de los androstanos androstandiona
(AD), androstadiendiona (ADD) y
testosterona (TES) fueron evaluadas
tomando como estúndar interno la
metiltestosterona . 12,13

Un procedimiento similar fue
seguido en la determinación de la
colestenona . En este caso, la separa-
ción se realizó en una columna RP-8
y como fase móvil, metanol median-
te un flujo de 1,5 mL/min, durante
los primeros 2,5 min y luego se
incrementó a 2,5 mL/min . Fue utili-
zado el benzoato de colesterol como
estúndar interno .

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterésticas de crecimiento

La tabla 1 muestra los valores de
las velocidades especéficas de creci-
miento (m) y los tiempos de dupli-
cación (Td) correspondientes, en
ambos medio NB y MM. Es notable
la similitud de las cifras, tanto en
Arthrobacter como en Mycobacte-
rium .

Dado que tales parúmetros revelan
estados fisiológicos, que son a su vez el
resultado del metabolismo celular,
este hecho pudiera ser beneficioso en
una biotransformación mixta que uti-
lice ambos microorganismos, ya que
condicionaréa una continuidad en los
procesos de biotransformación .

La cepa de micobacterias en es-
tudio es considerada en el grupo de
rúpido crecimiento, los resultados
apoyan este criterio . 14 Los tiempos
de duplicación son cercanos a las
cuatro horas en el medio rico, y alre-
dedor de las ocho horas en el medio
ménimo . No se tienen referencias de
tales parúmetros en el caso de A .
simplex .

Biotransformación mixta

Los cultivos deArthrobacter fue-
ron inoculados a una densidad celu-
lar inicial de 0,5 (ñ, 540 nm), en 50 mL
de medio de biotransformación que
contenéa 50 mg de colesterol. Luego
de 24 h de incubación a 30 "C, las
muestras fueron esterilizadas en au-
toclave.'Ibdos los cultivos fueron en-
tonces inoculados en iguales condi-
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Por otra parte, la diferencia ob-
servada en ambos parúmetros en los
medios rico y ménimo es de esperar,
si se considera que la cálula bacte-
riana debe sintetizar todos sus com-
ponentes celulares a partir de com-
ponentes mús sencillos en el caso del
medio ménimo. Tal razonamiento es
vúlido para ambos microorganismos .

Biotransformación en presencia de
nitrato de néquel

Se conoce que el empleo de inhi-
bidores enzimúticos que favorecen
la acumulación de ciertos interme-
diarios de degradación de los este-
roles en Arthrobacter y Mycobac-
terium .' De todos ellos, el a, a dipiri-
dil ha sido el mús utilizado debido a
las cantidades notables de ADD y AD
que son producidas . Sin embargo,
ciertos iones inorgúnicos han resul-
tado igualmente efectivos, tales
como el ión Ni2+, en la acumulación
mayoritaria de AD .'

Un estudio de la sensibilidad de
ambos microorganismos al nitrato
de néquel indica (Tabla 2) que efecti-

Colesterol

vamente este compuesto es tóxico
para la cálula, posiblemente debido
al efecto de sustitución del ión Fe2+

por el Ni2+ en el centro activo de la
enzima 9-a hidroxilasa. ,Este meca-
nismo ha sido bien estudiado en ca-
sos anúlogos .'

La respuesta de crecimiento de
ambas cepas de A.,simpIex y Myco-
bacterium- spp . es<similar paró, las
concentraciones ensayadas . La do-
sis de 500 mg/L es letal para las cá-
lulas de Arthrobacter, sin embargo,
no lo es para Mycobacterium . Aun-
que estos resultados pueden consi-
derarse como aproximaciones, sir-
vieron para fijar las concentraciones
de trabajo del nitrato de néquel en
experimentos posteriores>,de bio-
transformación .

Puesto que la concentración de
500 mg/L de nitrato de néquel es le-
tal para Arthrobacter, la biotransfor-
mación fue realizada en presencia de
200 mg/L de la sal (Fig . 1) .

La cinática de biotransformación
sugiere que debe ocurrir una inhibi-
ción creciente de la 9-a hidroxilasa,

Tabla 1 . Caracterésticas de crecimiento de ATCC 6946 Arthrobacter simplex y
NRRL-B3683 Mycobacterium spp.Ó

9m Velocidad especéfica de crecimiento . Td Tiempo de duplicación. El crecimien-
to es determinado mediante determinaciones sucesivas de las densidades ópticas en
los medios ménimo (MM) y rico (NB), a longitudes de onda (? .) de 420 y 540 nm,
respectivamente .

Tabla 2 . Sensibilidad al nitrato de néquel, a diferentes concentraciones

Cepa

	

Nitrato de néquel
	 (mg/L)

0

	

50

	

100

	

200

	

500

Mycobacterium sp .

	

+

	

+

A. simplex

	

+

	

+

	

+

	

+

	

+

Las diferentes concentraciones de nitrato de néquel (mg(L), se añaden al medio NB
sólido. Los cultivos de ambos microorganismos se adicionan en gotas sobre medio
NB s, mediante asa de platino y las placas se ponen a incubar durante 48 h a 30 ÓC (+)
y (-) significa crecimiento y no crecimiento, respectivamente.

Colesterol oxidasa

a

dk9

WFIW
Colestenona
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60 t (h)
•

	

ADD Á AD A Test .

Fig. 1 . Biotransformación de 50 mg de co-
lesterol (col.) en presencia de nitrato de
néquel, 200 mg/L . AD, ADD y Test. repre-
sentan las cantidades de androstan-
diona, androstadienediona y testostero-
na, respectivamente .

enzima clave en la degradación del
colesterol. Se observa una acumula-
ción de ADD, que parece aumentar
con el tiempo. Esto estú de acuerdo
con lo reportado por otros autores,'"
aunque las cantidades producidas
para los peréodos ensayados no son
apreciables .

Teniendo en cuenta que en la de-
gradación del colesterol ocurre en
primer lugar una oxidación 1 5 con la
consiguiente formación de la coles-
tenona (Fig . 2), Chung et . al 9logra-
ron biotransformaciones mixtas
combinando Arthrobacter simplex
U-S-A-18 y Mycobacterium spp .
NRRL-B3683 . En este proceso, se
partió de una suspensión de coleste-
nona obtenida por fermentación de
colesterol, mediante cálulas de Ar-
throbacter, que fue finalmente trans-
formada aADD a travás de Mycobac-
terium . En estas condiciones, los
autores fueron capaces de lograr una
productividad diaria de hasta 0,91 g/L

De modo que la preparación pre-
via de colestenona a partir del coles-
terol evidentemente favorece las fer-
mentaciones a ADD. Tomando en
cuenta estos resultados, se exploró
la posibilidad de realizar fermenta-
ciones mixtas arthrobacter-micobac-
teria, de forma tal que la colestenona
producida por las cálulas deArthro-
bacter fuera tomada ipso facto por
las cálulas de micobacteria como
sustrato, favoreciendo esto un au-
mento de los rendimientos finales en
androstanos .

En estas conddiciones, se determi-
nó la producción de colestenona en
un cultivodáArthrobacter, conside-
rando que seria mús conveniente
añadir las cálulas de micobacteria
cuando la formación de este com-
puesto fuera mayor.

La figura 3 ilustra los resultados .
Se observó que al cabo de las 24 h la
formación de colestenona es múxi-
ma. Evidentemente, un estudio queFig. 2. Formación de colestenona.
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Cepa Medio m
(h-')

T d
(h)

Mycobacterium sp . MM 0,12 8,33

NB 0,27 3,70

A. simplex MM 0,10 10,00

NB 0,28 3,57
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considere mayores peréodos de incu-
bación pudiera brindar una informa-
ción adicional acerca del fenómeno .
Sin embargo, este resultado debe te-
nerse en cuenta en experimentos de
biotransformación mixta Arthrobac-
ter-micobacteria .

4

2

Fig. 3. Formación de colestenona median-
te cálulas de Arthrobacter.
Cultivos de MM + Colesterol, 1 mg/mL
fueron inoculados y esterilizados a dife-
rentes intervalos para la determinación
de la colestenona.

De modo que se puede concebir
tales experimentos, comenzando
con una fermentación de 24 h con
cálulas de Arthrobacter, seguido de
la adición de cálulas de Mycobac-
terium .

Teniendo en cuenta los resulta-
dos anteriores, se ensayó un expe-
rimento de bioconversión mixta .
Los resultados se muestran en la
figura 4 .

mg/50 rmg col
20

15

10

5

Colestenona (mg)

2 4 6

0

12 20 24 t (h)

Á

48

	

72

	

96 t (h)

•

	

ADD Á AD A Test .

Fig. 4. Biocoversión mixta Arthrobacter
- Mycobacterium.
AD, ADD y Test . representan las canti-
dades de androstandiona, androstadien-
diona y testosterona, respectivamente .

Las cantidad" de ADD produci-
das son crecientes, siendo mayores
a las 96 h de incubacion. Respecto al
AD y la testosterona, se mantienen
bajos y prúcticamente no varées en
los peréodos considerados .

Es interesante notar que los ren-
dimientos en ADD obtenidos en ex-
perimentos anúlogos empleando
solo cálulas de micobacteria, son
sensiblemente menores (Fig . 5). De
acuerdo con estos resultados, el em-
pleo de las fermentaciones mixtas,
comenzando con cálulas de Arthro-
bacter y finalizando con cálulas de
micobacterias puede ser una opción
importante para la obtención de
ADD mediante biotransformación a
partir del colesterol .

20

15

0

rrg/50 ng col

ADD

	

AD

	

Test.

D Myc. Á Myc. + Art.

Fig. 5. Rendimientos comparativos en
ADD, AD y testosterona en biotransfor-
maciones sencillas y mixtas."
" Los experimentos de biotransformación
con cálulas de Mycobacterium se realiza-
ron segín protocolo descrito en Materia-
les y Mátodos, durante 96 h . Las biotrans-
formaciones mixtas se comenzaron con
cálulas de Arthrobacter, 24 h, esteriliza-
das por autoclave y luego inoculadas con
cálulas de Mycobacterium y mantenidas
durante 72 h adicionales.

CONCLUSIONES
Las velocidades especéficas de

multiplicación de Arthrobacter y
Mycobacterium son similares, lo que
puede ser ítil en biotransformacio-
nes mixtas .

El aumento en los rendimientos
en las biotransformaciones mixtas
Arthobacter-Mycobacterium es favo-
recido por la colestenona, formada
por oxidación previa del colesterol
mediante las cálulas de Arthobac-
ter, en el mismo medio de fermen-
tación.
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