
Recibido : 5 de abril de 1998.

	

Aceptado: 4 noviembre de 1998 .

Revista CENIC Ciencias Biológicas, Vol . 31, No . 1, 2000 .

Evaluación de medios de cultivo
para la A'-deshidrogenación de esteroides
por Arthrobacter simplex ATCC 6946

I Alina Falero, Nury Llanes, Blanca Rosa Hung, Belinda Aguila, Magdalena Fonseca, Celso Pérez e
Ileana Pérez .

Centro Nacional de Investigaciones Científicas, Avenida 25 y 158, Playa, Apartado Postal 6990, Ciudad de la Habana, Cuba .

Palabras clave : esteroide-1-deshidrogenasa, 4-androsten-3,17-diona, 1,4-androstadien-3,17-diona, Arthrobacter simplex .
Key words: steroid-1-dehydrogenase, 4-androstene-3,17-dione, 1,4-androstadiene-3,17-dione, Arthrobacter simplex.

RESUMEN . La transformación de esteroides por microorganismos para la obtención INTRODUCCION
de precursores esteroidales avanzados ha sido ampliamente estudiada . Estos precur- La producción de drogas esteroi-
sores son sustancias que si bien no presentan una marcada actividad farmacológica dales y hormonas mediante procesos
por sí mismas, pueden ser utilizadas como productos de partida en la síntesis de un biotecnológicos alcanza un valor es-
número variado de medicamentos de amplio uso por la población a nivel mundial . timado de cuatrocientos millones de
Dentro de los precursores esteroidales más valiosos y comúnmente empleados en la dólares anualmente .' Las A'-deshi-
industria farmaceútica se encuentran el 4-androsten-3,17-diona (AD) y el 1,4-
androstadien-3,17-diona (ADD) . A partir del AD, sepueden obtener diversos derivados drogenaciones son esenciales para la

que presentan actividad androgénica, así como la espironolactona, sustancia emplea- elaboración de corticosteroides aná-

da como diurético . Apartir delADD, sepueden obtener diversas sustancias con activi- logos . Por otra parte, los métodos de
dad estrogénica que forman partede los componentes de las tabletas anticonceptivas . deshidrogenación química no com-
En este trabajo, se estudiaron varios medios de cultivo con el propósito de incremen- piten con los métodos biotecnológi-
tar tanto laproducción debiomasa como laactividad específica esteroide 0'-deshidro- cos, que son más específicos y efi-
genasa de A. simplex ATCC 6946 durante la 1,2-deshidrogenación de esteroides . Los cientes . 2
medios evaluados fueron los siguientes : extracto de levadura, miel, peptona, maíz y

	

La actividad A'-deshidrogenasa
maíz con suplementos, tomando como control el medio de Montes y Magaña Las se encuentra presente en muchos
mayores concentraciones de biomasa se encontraron al emplear el medio maíz . Sin microorganismos tales como : Myco-
embargo, en el medio extracto de levadura la actividad específica fue superior. Las bacterium sp ., 3 Corynebacterium4 y
muestras provenientes de los experimentos de bioconversión fueron identificadas y Arthrobacter simplex, 5 entre otros y
analizadas por cromatografía de capa delgada ylíquida de alta resolución, respectiva- consiste en la introducción de un
mente . Los resultados permitieron seleccionar el extracto de levadura como el medio doble enlace en la posición 1 del ani-
más apropiado para realizar el crecimiento de A. simplex ATCC 6946 que posterior- llo A del núcleo esteroidal .
mente realizará la biotransformación del esteroide más eficientemente .

	

Las células de Arthrobacter

ABSTRACT. Steroid transformation for obtaining advanced steroid precursors by simplex muestran una capacidad

microorganisms has been widely studied. These precursors are substances which in superior como biocatalizadoras y son
general do not posses remarkable pharmacological activities, but they can be used as capaces de transformar la hidrocor-
a raw material for the synthesis of various compounds of biomedical importance tisona al A'-deshidrogenado análogo,
throughout the world. The most useful and widespread precursors in pharmaceutical la prednisolona (Fig . 1) . Este paso es
industry are4-androstene-3,17-dione(AD)and1,4-androstadiene-3,17-dione(ADD). Flor uno de los más importantes en la
instance, some derivativesfromADshowanandrogenactivity,aswellasspironolactone, biotecnología de la transformación
a well-known diuretic. Furthermore, a number of different compounds with a high microbiana de los esteroides . 6
estrogenic activity may be synthesized from ADD . They are essential components of

	

Los medios de cultivo constitu-
contraceptive pills . This paper shows the results of studies about the composition of yen un aspecto importante en los
culture media in order to increase both biomass yield and the specific activity of the procesos de biotransformación de
enzyme A'-dehydrogenase from A . simplex ATCC 6946 in the reaction of steroid 1,2- esteroides . La fuente de nitrógeno es
dehydrogenation. The following mediawere evaluated : yeastextract, molasses, peptone, fundamental para el crecimiento
corn-steep liquor and supplemented corn-steep liquor. Control medium was the one of microbiano, ya que garantiza la sin-
Montes and Magaña. Higher biomass amounts were found in the corn-steep liquor tesis de proteínas y enzimas .' Un
medium. Nevertheless, the enzyme specific activity in the yeast extract medium was
the highest . Samples from bioconversion experiments were identified and analyzed buen rendimiento en biomasa mi-the highest

. chromatography and high-pressure liquid chromatography respectively . crobiana y consiguientemente de
The results strongly suggest the yeast extract medium as the most suitable for growing enzimas, particularmente las res-
A. simplex ATCC 6946 cells and later biotransforming steroids efficiently .

	

ponsables de la biotransformación
7
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esteroide-l,2-deshidrogenasa
OK

Hidrocortisona
Fig. 1 . Reacción de deshidrogenación de la hidrocortisona.

de esteroides, debe contribuir en
gran medida al éxito en la produc-
ción de compuestos esteroidales .'
Por otra parte, el empleo de células
inmovilizadas en la biotransforma-
ción de esteroides demanda una ele-
vada actividad específica . Sin em-
bargo, este parámetro ha sido poco
estudiado en relación con la compo-
sición del medio de cultivo . 2

La conversión de hidrocortisona
a prednisolona pudiera ser más efi-
ciente si se logra disponer de un
medio de cultivo que incremente la
actividad de la enzima. El objetivo
de este trabajo consistió en el estu-
dio de diferentes medios de cultivo
de composición diversa, evaluando
tanto su capacidad biotransformado-
ra como la producción de biomasa
para seleccionar aquel donde se ma-
nifieste la mayor actividad esteroide
1,2-deshidrogenasa de Arthrobacter
simplex en la biotransformación de
esteroides .

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo

Se empleó la cepa Arthrobacter
simplex ATCC-6946 .

Medios

Como medio de mantenimiento fue
utilizado el medio agar nutritivo
(OXOID), enriquecido con glicerol, 2 % .

Se evaluó el crecimiento en los
medios siguientes : extracto de leva-
dura," maíz, 9 peptona 10 y miel."

Además, se evaluaron los medios
maíz con suplemento de (NH 4 ) 2SO4
al 0,3 % (maíz I) o urea, 0,2 % (maíz
II) o harina de soya 2 % (maíz III) .
El medio utilizado como control fue
el reportado por Montes y Magaña . 12

lodos los medios fueron ajustados a
pH 7,2

La biotransformación se realizó
en el medio reportado por Falero y
col . 13

Condiciones de cultivo para la ob-
tención de células (crecimiento)

A partir de colonias aisladas de
A. simplex fueron inoculados culti-

vos de 100 mL de cada uno de los
medios a evaluar. Los cultivos fue-
ron crecidos a 30 °C, 150 r/min en
zaranda orbital durante 24 h . Lue-
go del crecimiento, 100 mL de culti-
vo fueron transferidos a erlenme-
yers de 2 L, que contenían 500 mL
de medio fresco. Los experimentos
posteriores se realizaron a partir de
los cultivos inducidos con 4-andros-
ten-3,17-diona (AD), 0,05 mg/mL du-
rante 5 h. Finalmente, fueron
centrifugados a 6 000 r/min, 4 °C
durante 20 min y las células resus-
pendidas en 10 mL de medio de bio-
transformación y homogenizadas
con perlas de vidrio .

La actividad enzimática se deter-
minó según se indica en la tabla 1 .

Para seguir el curso de la A'-des-
hidrogenación se utilizó la reacción
análoga de AD a 1,4-androstadien-
3,17-diona (ADD) . La unidad enzimá-
tica (U) se definió como 1 µmol de
ADD • min- ' .

El crecimiento celular fue de-
terminado por peso seco, en volúme-
nes de 25-50 mL de cultivo . Los resul-
tados se expresan en por ciento (p/v) .

Tabla 1 . Condiciones experimentales para determinar la actividad enzimática .

Prednisolona

Los esteroides fueron extraídos
con acetato de etilo, evaporados a
sequedad y disueltos en metanol
para su posterior análisis . La identi-
ficación y determinación cuantitati-
va de los esteroides se realizó por cro-
matografía de capa delgada y líqui-
da de alta resolución . La detección
se realizó a 254 nm empleando una
columna de fase reversa RP-8
(LiChroCART 125-4 mm) y como
fase móvil metanol-agua (65 :35) a
un flujo de 1,5 mL/min . El análisis
se llevó a cabo por el método del
estándar interno" utilizando para
ello, 17a-metiltestosterona . Los re-
sultados representan el promedio
de tres determinaciones indepen-
dientes .

RESULTADOS Y DISCUSION

Al estudiar el comportamiento de
la cepa en los medios de cultivo :
maíz, peptona y extracto de levadu-
ra (Tabla 2) se encontró la mejor acti-
vidad específica, en el medio extrac-
to de levadura, lo cual concuerda con
lo reportado por Weuster-Botz et al . 2
En estudios realizados sobre el desa-

Tabla 2. Comparación del comportamiento del microorganismo frente a los cua-
tro medios de cultivo en estudio .

Medios de cultivo Costo
(USD/L)

Peso
(%)

Actividad específica
(U - g' de biomasa seca)

Maíz 0,32 1,18 0,13

Peptona 4,8 1,08 0,11

Extracto de levadura 1,32 0,89 0,70

Montes y Magaña 12 0,88 1,08 0,051

Mezcla de reacción

(Volumen total 1 mL)

Blanco

Sustrato Muestra

Reacción

(AL)

Medio de biotransformación 50 940 40

Menadiona (5 • 10' mol • L') 50 50 50

AD (6,98 - 10 2 mol • L-') 10 10

Suspensión celular 900 - 900



rrollo de un medio sintético de cre-
cimiento para A . simplex, estos au-
tores detectaron una elevada activi-
dad A'-deshidrogenasa para la hidro-
cortisona . La actividad detectada en
el resto de los medios estudiados fue
considerablemente inferior a la que
exhibió el medio extracto de levadu-
ra .

Los resultados sugieren que la
presencia de elementos nutritivos
tales como la glucosa y los aminoá-
cidos presentes en el maíz y diferen-
tes sales, incrementan la actividad
de las enzimas encargadas del creci-
miento celular. 15 En el caso particu-
lar del medio extracto de levadura,
el incremento de la actividad espe-
cífica de deshidrogenación del sus-
trato pudiera explicarse por la pre-
sencia en el medio de vitaminas
(fundamentalmente del complejo B),
las cuales constituyen cofactores
que favorecen la actividad enzimá-
tica .

Teniendo en cuenta estos resul-
tados, el medio extracto de levadura
fue seleccionado como el más apro-
piado para el crecimiento de A .
simplex que finalmente realiza la
1,2-deshidrogenación. Aunque este
medio tiene un costo ligeramente su-
perior al reportado por Montes y Ma-
gaña, la magnitud de la actividad es-
pecífica supera 14 veces a este últi-
mo, lo que lo hace mucho más efi-
ciente .

Como el medio maíz tiene un
costo relativamente más bajo, se va-
loró la posibilidad de incrementar su

actividad específica con la adición
de los suplementos siguientes : urea,
harina de soya y sulfato de amonio .
Estas consideraciones se sustentan
en los requerimientos nutricionales
del microorganismo y en la factibili-
dad económica del empleo de dichos
productos . Además, en trabajos rea-
lizados por Herrera y col ., 7 se con-
cluye que la presencia de urea y sa-
les en el medio de cultivo incremen-
ta la reacción de deshidrogenación
del AD en Mycobacterium sp .
NRRL B-3683 . También fue estu-
diado el medio miel enriquecido
con urea .

De acuerdo con los resultados
(Tabla 3) el valor máximo de acti-
vidad se logró nuevamente cuan-
do se empleó el medio extracto de
levadura. Al enriquecer el medio
maíz, se logró incrementar la acti-
vidad específica con respecto al
maíz inicial. Sin embargo, la acti-
vidad resultó inferior a la obteni-
da con el medio extracto de leva-
dura .
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Tabla 3 . Selección del medio de cultivo apropiado para el crecimiento de la
cepa Arthrobacter simplex ATCC 6946 .

Los resultados del medio maíz
enriquecido con harina de soya no se
muestran en la tabla 2 . Como la hari-
na interfiere en el peso de la bioma-
sa, no es posible determinar ni el
peso seco, ni la actividad específica .
No obstante, se determinó la activi-
dad enzimática y la cantidad de pro-
ducto obtenido resultó similar a la
del maíz sin suplementos, siendo in-
ferior a la obtenida con los demás tra-
tamientos .

Mediante los correspondientes
cromatogramas (Fig . 2), se pudo
apreciar la presencia de ADD en to-
dos los medios en estudio, la man-
cha de mayor intensidad para este
compuesto apareció en el medio ex-
tracto de levadura (f), en cambio para
el AD, se obtuvo la de menor inten-
sidad, lo que indica que ocurrió
una mayor transformación del sus-
trato en este medio . Los resultados
cromatográficos corroboran los re-
sultados de actividad específica
encontrados para los diferentes
medios .

Fig. 2. Resultados correspondientes a la CCD para cada uno de los medios evaluados (imagen digitalizada) . Fueron eluidos en
una mezcla de acetato de etilo-hexano (2:3, v/v) . Las bandas a y b correspondieron a los patrones AD y ADD, respectivamente; c
medio maíz; d medio maíz I; e medio maíz II; f medio extracto de levadura; g medio Montes y Magaña; h medio peptona; i
medio miel y j medio maíz III .

Medio de cultivo Rendimiento
(%)

Actividad específica
(U • g' biomasa seca)

Extracto de levadura 1,00 0,70
Maíz 1,72 0,14
Maíz I 0,96 0,23
Maíz II 1,78 0,21
Miel 1,50 0,14
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CONCLUSIONES
El medio extracto de levadura re-

sultó el más adecuado para el creci-
miento de Arthrobacter simplex
ATCC 6946 con una alta actividad
específica A'-deshidrogenasa.

La presencia de vitaminas en el
medio de cultivo parece ser un fac-
tor determinante en la actividad es-
pecífica de deshidrogenación de los
esteroides .

Al enriquecer el medio maíz, se
incrementa la actividad . Sin embar-
go, ésta resulta inferior a la que se
obtiene con el extracto de levadura .
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