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RESUMEN. La biotransformacion de esteroides medianie microorganismos es
una alternativa a la sintesis quimica total de este tipo de compuestios de recono-
cido interés en el tratamiento de diversas enfermedades que afectan al hombre
v a los animales, Tales drogas incluyen corticosteroides, anticonceptivos, dro-
gas geriatricas y hormonas sexuales, enire otros. Muchos microorganismos de
diferentes géneros muestran la capacidad de degradar los esteroles naturales
{colesterol, B-sitosterol, campesterol, estigmasierol ete.), y esta capacidad ha sido
explotada para obtener mutantes que degradan selectivamente la estructura
quimica esteroidal, facilitando los pasos posteriores de sintesis. De todos los
geéneros microbianos, Mycobacterium v Arthrobacter han sido los mas utiliza-
dos. La cepa A. simplex ATCC 6946 v el mutante Mycobacterium sp. NRRL
B3683 fueron utilizados en un ensayo de biotransformaeion mixta, empleando
el colesterol como substrato, Ambos microorganismoes mostraron similares ca-
racteristicas de crecimiento, tanto en medio minimo comoe medio rico. El nitra-
to de niquel fue efective cormo inhibidor enzimatico en los ensayos de biotrans-
formacién con células 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 biotransformacién mixta
indican que los rendimientos se incrementan notablemente si el medio de
fermentacién se inocula inicialmente con células de Arthrobacter, se incu-
ba durante las primeras 24 h para posteriormente finalizar con células 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, B-sitosterot,
campestercl, 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-
dienedicne (ADD), as well as androstandione (AD) and testosterone (TES)
in cholesterc! biotransformation experiments indicated that enzyme inhi-
bition by Ni*- seems to be effective in Arthrobacter cells, Furthermore, ADD
vield was higher if Arthrobacter cells were firstly added to the fermenta-
{ion broth at the initial 24 h of incubation and following the Mycobacte-
rium cells,

INTRODUCCION

La biotransformacién de estero-
les naturales a precursores esteroi-
dales avanzados mediante microor-
ganismos ha representado en los al-
timos afios una alternativa a la sin-
tesis guirmnica fotal de esteroides de
importancia bicmédica y farmacolé-
gica. Tales drogas incluyen corticos-
teroides, anticonceptivos, drogas
geriatricas y hormonas sexuales. !

En general, estos compuestos se
pueden sintetizar de tres formas di-
ferentes, a saber: por via quimica,
microbioldgica o combinacidn de
ambas. La via microbicldgica resul-
ta méas conveniente que la sintesis
quimica total, debido a que es mas
selectiva y eficiente, ya que no da
lugar a reacciones secundarias y los
rendimientos finales son mayores.

Muchos géneros de microorga-
nismos pueden utilizar los estercles
naturales de origen vegetal o animal,
conio fuentes de carbono y energia,
degradando estos compuestos has-
ta CO, y H,O. Incluyen especies de
Mijcobacterium, Arthrobacter, No-
cardia, Bacillus, Rhodococeus, Strep-
tomyces, entre otros.!?

Esta capacidad no tiene interés co-
mercial. Sin embargo, lamiptura selec-
tiva de la cadena lateral puede produ-
cir estercides C, o C,, con el micleo ai-
clopentanoperhidrofenantreno intac-
to#* Tales compuestos son factibles de
modificar quirnicamente para sinteti-
zar esteroides de amnplio uso en el tra-
tamientc de diversas enfermedades.
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La posibilidad de emplear con-
juntamente células de Arthrobater
stmplex vy Mycobacterium sp. NRRL-
B3683 pudiera favorecer los proce-
sos de biotranformacién, haciéndo-
los méas eficientes. Ofros autores?
han reportado este tipo de fermen-
tacién mixta Arthrobacter-Mycobac-
terium, en dos pasos. La colestenona
obtenida luego de un primer paso de
degradacién del colestercl median-
te A. simpler, es extraida y utilizada
posteriormente como substrato en
un segundo paso de fermentacién
con Mycobacterium. Esto favorece
notablemente los rendimientos fina-
ies en ADD.

Este trabajo tuvo como objetivo
ensayar una fermentacién rmixta
Arthrobacter-Mycobacterium, de for-
ma tal que la colestenona producida
por las céiulas de Arthrobacter via
oxidacion del colesterol, fuera toma-
da directamente por la células de
Mycobacterium, en el propic medio
de fermentacion, sin mediar ningu-
na purificacidon. Esta metodologia de
fermentacion favorece igualmente
un aumento en los rendimientos.

MATERJALES Y METODOS
Microorganismos

Se utilizd la cepa de coleccidn
Mycobacterium sp. NRRL-B3683,
mutante bloqueado en la degrada-
cidon de esteroles, gque produce an-
drostadiendiona como compuesto
rnayoritario. Se empled ademas la
cepa de Arthrobacier simplex
ATCCE946, que degrada completa-
mente los compuestos estercida-
les.22

Medios de cultivo

Medio rico NB, con la composi-
cidén que se indica, por litro: 8 g cal-
do nutritive (OXOID), 1 g extracto de
levaduras, 0,5 g glicerol.""Medio mi-
nimo MM, contiene las sales inor-
ganicas, por litre: 0,5 g K,HPO,, 0,2 g
MegSO, - TH,0, 0,1 g FeS50,- TH,0,
glucosa 10 g . Para evitar la forma-
cién de agregados celulares, en el
caso de las células de micobacteriasg,
se afiade Tween 80 a Ios medios de
cultivo ?

Determinacién de pariametros de
crecimiente

Para la determinacion de los pa-
ridmetros de crecimiento, velecidad
de multiplicaciéon (u} ¥ tiempo de
generacién (Tg), se partid de culti-
vos frescos de ambos microorganis-
mos, 18 a 20 h, en medio NB, con
aproximadamente 107 unidades for-
madoras de colonias {(UFC)/mL. . Fue
inoculade 0,1 mL a 160 mL de me-

dios NB o MM, que contenian Tween
80, 0,1 % (p/v). En estas condiciones,
los cultivos fueron incubados con
agitacion, 200 r/fmin, a 30 °C, ¥ las
muestras fueron tomadas a interva-
los. La variacidn de las densidades
opticas (D.0.) de los cultivos fue to-
mada como una medida del creci-
miento. Para el medio rico NB, las
medicicnes de D.O. se realizaron a
una longitud de onda (3.) de 540 nm,
mientras que para el medio minimo
MM fue de 420 nm .

El cdleulo de estos parametres se
realizéd siguiende los criterios clési-
cos para el crecimiento de microor-
ganismos, tornando solo las densida-
des dpticas en la fase exponencial de
crecimiento. Las curvas de creci-
miento fueron realizadas por tripli-
cado, tomando en cuenta s6lo los
valores promedio para los estima-
dos estadisticos.!!

Sensibilidad al nitrato de niquel

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

Ensayos de biotransformacion em-
pleando nitrato de niguel

Cinco mililitros de cultivo MM
fueron inoculados a partir de célu-
las de Arthrobacter simplex, crecidas
previamente en medic NB, de 18 a
20 h con agitacibn 2 30°C. Luego de
48 h de incubacién en las mismas
condiciones, los cultivos fueron
centrifugados a 6 000 r/min, 10 min,
lavados con agua destilada vy final-
mente afnadidos a 5¢ ml. de MM +
nitrato de niquel, 200 mg/L. v 50 mg
de colestercl resuspendido en 10 mL
de Tween 40, 1 % (p/v}.

Las muestras fueron tomadas v
esterilizadas por autoclave, conside-
rando diferentes tiempos de incuba-
cidn, a 30 °C en zaranda, 200 r/min ¥
finalmente, sometidas a anélisis qui-
mico.

Biotransformaecion mixta

Los cultivos de Arthrobacter fue-
ron inoculados a una densidad celu-
lar inicial deQ,5 () 540 nm), en 50 mL
de medio de biotransformacién que
contenia 50 mg de colesterel. Luego
de 24 h de incubacion a 30 "C, las
muestras fueron esterilizadas en au-
toclave. Todos los cultives fueron en-
tonices inoculados en iguales condi-

ciones con células de Mycobacte-
rium. Las muestras fueron final-
mente esterilizadas y sometidas al
andlisis quimico correspondiente.
Analisis quimico

Los cultivos fueron acidificados
apH 2,0 con HC1 6 mol/L. y extraidos
con voltirnenes iguales de acetato de
etilo. Luego de lavar con agua hasta
rH neutro, el disolvente organico
fue secado sobre sulfato de magne-
sio y removido al vacic para obtener
los residuos correspondientes. Para
los anéiisis cuantitativos de los pre-
cursores esteroidales producidos
fueron empleadas las condiciones
siguientes; ias muestras fueron
eluidas sobre columna Merck Lichro-
sorh RP8, 125 x 4 mm, utilizando mez-
cla metanol: agua 65:35 (vAv), median-
te un flujo de 1.5 ml/min . La detec-
cion en cromatografia HPLC fue
realizada a 254 nm . Las cantidades
de los androstanos androstandiona
(AD), androstadiendiona (ADD) v
testosterona (TES) fueron evaluadas
tomando como estandar interno la
metiltestosterona.'? ?

Un procedimiento similar fue
seguido en la determinacién de la
colestenona. En este caso, la separa-
¢i6n se realizé en una columna RP-8
y como fase mévil, metanol median-
te un flujo de 1,5 ml/min, durante
los primeros 2,5 min y luego se
incrementoé a 2,5 mL/min . Fue utili-
zado el benzoate de colesterol como
estandar interno.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas de crecimiento

Latabla 1 muestra los valores de
las velocidades especificas de creci-
miento {m) y los tiempos de dupli-
cacibn {Td) correspondientes, en
ambos medio NB ¥y MM. Es notabie
ta similitud de las cifras, tanto en
Arthrobacter como en Mycobacte-
Tium.

Dado que tales parametros revelan
estados fisiolégicos, que son a su vez el
resultade del metabolismo celular,
este hecho pudiera ser beneficiosoen
una biotransformacién mixta que uti-
lice ambos microorganismos, yva gque
condicionaria una continuidad en los
procesos de biotransformacidn.

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




Por otra parte, la diferencia ob-
servada en ambos pardmetros en los
medios rico y minimo es de esperar,
si se considera que la célula bacte-
riana debe sintetizar todos sus com-
ponentes celulares a partir de com-
ponentes més sencillos en el caso del
medio minimo. Tal razonamiento es
vilido para ambos microorganismos.

Biotransformacién en presencia de
nitrato de niguel

Se conoce gue el empleo de inhi-
bidores enzimaticos que favorecen
la acumulacién de ciertos interme-
diarios de degradaciéon de los este-
roles en Arthrobacter y Mycobac-
terium.! De todos ellos, el ¢, a dipiri-
dil ha sido el més utilizado debido a
las cantidades notables de ADD y AD
gue son producidas. Sin embargo,
ciertos iones inorganicos han resul-
tado igualmente efectivos, tales
como el i6n Ni?*, en la acumulacién
mayoritaria de AD.}

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

vamente este compuesto es toxico
para la célula, posiblemente debido
al efecto de sustitucidn del i6n Fe®*
por el Ni** en el centro activo de 1a
enzima %o hidroxilasa. Este meca-
nismo ha sido bien estudiado en ca-
508 analogos.!

La respuesta de crecimiento de
ambas cepas de A. simplex y Myco-
bacterium spp. es.similar-para las
concentraciones ensayadas. La do-
sis de 500 mg/L es letal para las cé-
lalas 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 fkéque] en
experimentos posteriores;de bio-
transformacion. rd

Puesto gue la concentracién de
500 mg/L de nitrato de niquel es le-
tal para Arthrobacter, la biotransfor-
macién fue realizada en presenciade
200 mg/L de la sal (Fig. 1).

La cinética de biotransformacién
sugiere que debe ocurrir una inhibi-
cién creciente de la 9-o hidroxilasa,
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Tabla 1. Caracteristicas de crecimiento de ATCC 6846 Arthrobacter simplex y

NRRL-B3683 Mycobacterium spp.®

Cepa Medio m Td
(h'} (h)

Mycobacterium sp. MM 0,12 8,33
NB 027 3,70
A. simplex MM 0,10 10,00
NB 0,28 3,57

“m Velocidad especifica de crecimiento. Td Tiempo de duplicacién. El erecimien-
to es determinado mediante determinaciones sucesivas de las densidades dpticas en
los medios minimo (MM} v rico (NB}), a longitudes de onda (A) de 420 y 540 nm,

respectivamente.

Tabla 2. Sensibilidad al nitrato de niquel, a diferentes concentraciones.®

Cepa Nitrato de niguel
(mg/L)
50 100 200 500
Muycobacterium sp. + + + + -
A simplex + + + + +

] as diferentes concentracicnes de nitrato de niguel (mg/L), se afaden al medio NB
sélido. Los cultivos de ambos microsrganismos se adicionan en gotas sobre medio
NE s, mediante asa de platino y las placas se ponen a incubar durante 48 h a 30 C(+)
v {-) significa crecimiento ¥ no erecimiento, respectivamente.

Colesterol oxidasa
—— 3

Colesteroi

Fig. 2. Formacion de colestencna.

Calestenona

4 ADD 8 AD A Test

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

enzima clave en la degradacion del
colesterol. Se observa una acumula-
cién de ADD, gue parece aumentar
con el tiempo. Esto esté de acuerdo
con io reportado por otros autores,*?
aungue las cantidades producidas
para los periodos ensayados no son
apreciables.

Teniendo en cuenta que en la de-
gradacién del colesterol ocurre en
primer lugar una oxidacién,' con la
consiguiente formacién de la coles-
tenona (Fig. 2), Chung et. ol ®logra-
ron biotransformaciones mixtas
combinando Arthrobacter simplex
TU-S-A-18 ¥ Mycobacterium spp.
NRRIL.-B3683. En este proceso, se
parti$ de una suspension de coleste-
niona obtenida por fermentacién de
colesterol, mediante células de Ar-
throbacter, que fue finalmente trans-
formada a ADD a través de Mycobac-
terium. En estas condiciones, los
autores fueron capaces de lograr una
preductividad diaria de hasta 0,91 g/L~

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

En estas condiciones, se determi-
né la produccién de colestenona en
un cultivo de Arthrobacter, conside-
rando gue seria més conveniente

afiadir las células de micobacteria-

cuando la formacién de este ¢com-
puesto fuera mayor.

La figura 3 ilustra los resuttados.
Se observé quealcabodelas 24 hla
formaci6on de colestenona es maxi-
ma. Evidentemente, un estudio que
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considere mayores periodos deincu-
bacién pudiera brindar unainforma-
cién adicional acerca del fendémeno.
Sin embargo, este resultado debe te-
nerse en cuenta en experimentos de
biotransformacién mixta Arthrobac-
ter-micobacteria,

Colestenona (mg)

"2 4 6 8 12 20 24 t{h

Fig. 3. Formacicn de colestenona median-
te células de Arthrobacter.

Cultivos de MM + Colesterol, 1 mgfmL
fueron inoculados y esterilizados a dife-
rentes intervalos para lo determinacién
de la colestenona.

De modo que se puede concebir
tales experimentos, comenzando
con una fermentaeién de 24 h con
células de Arthrobacter, seguido de
la adicién de células de Mycobac-
terinm.

Teniendo en cuenta los resulta-
dos anteriores, se ensayé un expe-
rimente de bioconversidén mixta.
Los resultados se muestran en la
figura 4.

mgfst mg col
20
15
16
5
o T - — 1
48 72 96 t(h)

¢ ADD w AD A Test

Fig. 4. Biocaversion mixta Arthrobacter
- Mycobacterium.

AD, ADD y Test. representan las canti-
daides de androstandiona, androstadien-
diona y wstosterona, respectivamente.

Las cantidades de ADD produci-
das son crecientes, siendo mayores
alas 96 hde incubacitm, Respecto al
AD y la festosterona, s€ mgntienen
bajos y practicamente no varian en
los periodos considerados. '

Es interesante notar que los ren-
dimientos en ADD obtenidos en ex-
perimentos andlogos empleando
solo células de micobacteria, son
sensiblemente menores (Fig. 5). De
acuerdo con estos resultados, el em-
plec de las fermentaciones mixtas,
comengzando con células de Arthro-
bacter y finalizando con células de
micobacterias puede ser una opcidn
importante para la obtencién de
ADD mediante biotransformacién a
partir del colesterol.

/50 g col

20

15

10

5

ol — il -
ADD AD Test,
T Myc, B Myc + A

Fig. 5. Rendimientos comparativos en
ADD, AD y testosteronc en biotransfor
maciones sencillas y mixtas.”

= Los experimentos de bintransformacidn
con células de Mycobacterium se realiza-
ron segin protecolo descrite en Materia-
les y Métodos, durante 96 k. Las bictrans-
formaciones mixtas se COMEnZATon COR
células de Arthrobacter, 24 h, esteriliza-
das por autoclave i luego inoculodas con
células de Mycobacterium y mantenidas
durante 72 h adicionoles.

CONCLUSIONES

Las velocidades especificas de
multiplicacién de Arthrobacter y
Muycobacterium son similares, lo que
puede ser (til en biotransformacio-
nes mixtas.

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