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RESUMEN. Se inmovilizaron dos cepas: Arthrobacter simplex 
ATCC-6946 y Mycobacterium sp. NRRL B-3683 empleando dos 
soportes: acido poligalactmkco y pectina. Se obtuvieron resul- 
tados similares con ambos soportes. Se comparo ademas, la habili- 
dad de conversion de ambos microrganismos inmovilizados en 
pectina. Se emplearon solventes organicos para aumentar la solu- 
bilidad de1 AD y mejorar la aplicacion potential de las celulas in- 
movilizadas en la biotransformacibn de esteroides. Se estudio el 
efecto de1 etanol sobre el crecimiento y la biotransformation de las 
celulas libres e inmovilizadas de Arthrobucter simplex. 

ABSTRACT. Two strains were immobilized: Arthrobucter sim- 
plex ATCC-6946 and Mycobacterium sp. NRRL B-3683 employ- 
ing two immobilization supports : polygalacturonic acid and 
pectin. Similar results were obtained in both cases. The conversion 
ability of two immobilized microorganisms in pectin was also com- 
pared. Organic solvents were tried to increase the solubility of 
AD, and to improve the potential application of the immobilized 
cells in the steroid biotransformation. The ethanol effect on the 
growth and biotransformation of free and immobilized cells of 
Arthrobacter simplex was studied. 

INTRODUCCION 

La transformation microbiana de esteroides es una via 
del metabolismo secundario frecuentemente empleada para 
la production de medicamentos; siendo la A’ deshidrogen- 
scion una de las reacciones de mayor inter& para la industria 
farmaceutica, debido a que la presencia de este doble enlace 
facilita la aromatization del anillo, necesaria para la posterior 
sintesis de estos compuestos. 

En 10s ultimos 15 anos la utilization de celulas inmovili- 
zadas para la bioconversion de compuestos esteroidales ha 
recibido gran atencion por parte de diferentes investigadores. 
Dentro de 10s microorganismos que se reportan coma 10s mas 
usados para la inmovilizacion se encuentra la especie Arthro- 
batter simplex, capaz de transformar por la action de la 3-ce- 
toesteroide 1,2_deshidrogenasa la hidrocortisona y el com- 
puesto “S” de Reichstein en prednisolona y compuesto “S” 
deshidrogenado, respectivamente.’ 

Este trabajo se propuso analizar la posibilidad del uso de 
celulas bacterianas inmovilizadas para la formation de ADD 
a partir de AD; comparar la cepa Arthrobacter simplex ATCC 
6946 con la Mycobacterium sp. NRRL B-3683: seleccionar el 
soporte mas adecuado para la inmovilizacion de A. simplex 
ATCC 6946 y determinar el efecto del etanol en la biotransfor- 
macion con celulas libres e inmovilizadas 

MATERIALES Y METODOS 

Se emplearon las cepas Mycobacterium sp. NRRL B- 
3683 y Arthrobacter simplex ATCC-6946 donadas a Cuba por 
la Universidad de la Columbia Britanica de Canada y el De- 
partamento de Biotecnologia y Bioingenieria del Centro de In- 
vestigacion y Estudios Avanzados, D.F., Mexico, respecti- 
vamente. 

Medios de crecimiento 

Los medios de crecimiento empleados fueron (s/L): 

Para Atthrobacter simplex: Caldo nutriente, 8; glucosa, 
20ap H7 ,2.’ 

Para Mycobacterium sp.: Caldo nutriente, 8; extract0 de 
levadura,l ;g licerol, 5; Tween8 0,7ap H7 .2 

Medio de biotransformacih 

El medio de biotransformation empleado estuvo com- 
puesto por (g/L): extract0 de levadura, 1; glicerol, 2; cloruro de 
magnesio hexahidratado, 2; cloruro de calcio dihidratado, 5; a 
pH 85.’ 

Condiciones de cultivo para la obtencih de 
cdlulas (crecimiento) 

A partir de colonias aisladas de A. simplex en cufias de 
agar nutriente, enriquecidas con glicerol 209 /L se inoculo por 
asada en erlenmeyers de 500 mL que contenian 100 mL de 
medio correspondiente. Estos erlenmeyers se colocaron en 
zaranda orbital a 15Or/ min y 30 ‘C durante 24 h . Este cultivo 
se empleo coma inoculo y se mantuvo una relation del 10% 
(VA/) en erlenmeyers de 2 L que contenian 900 mL de caldo 
nutriente para la obtencion de biomasa en zaranda orbital a 
1 OOr/ min y 30 ‘C durante 24 h 

A partir de colonias aisladas de Mycobacterium sp.c on- 
servadas en cunas de agar nutriente enriquecido con glicerol 
20 g/L, se inocularon por asada 10s erlenmeyers de 500 mL 
con 100 mL de caldo nutriente (CN), se adicionaron perlas de 
vidrio y se colocaron en zaranda orbital a 150 r/min, 30 ‘Cd u- 
rante una noche. 

La biomasa se propago en erlenmeyers de 2 L con 900 
mL de CN (relation de inoculo lo%, V/V) y se incubo en 
zaranda orbital a 1 OOr/ min, 30 ‘C durante 48 h . 

En ambos cases, la induction se realize con AD a una 
concentration de 0,05 mg/mL disuelto en etanol, por 5 h . 
Para la separation de las celulas el cultivo se centrifuge a 6 
000 r/min a una temperatura de 4 ‘C durante 20m in y se 
elimino el sobrenadante. Las celulas (8,8 g de peso humedo) 
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fueron resuspendidas en 50m L del medio de cultivo em- 
pleado en cada case. 

Inmovilizaci6n de las cdlulas 

El procedimiento empleado para la inmovilizacion fue el 
mismo para ambos microorganismos.’ Los experimentos de 
biotransformation con celulas inmovilizadas se efectuaron en 
un reactor del tipo Air-Lift con 300 mL de volumen total. El 
volumen de operation fue de 250 mL de medio, en el cual se 
encontraban disueltos en etanol, el sustrato de la reaction y 
el aceptor electronico (menadiona), a una concentration de 
0,l mg/mL y 0,057 mg/mL, respectivamente. La concen- 
tracion final de alcohol dependio del ensayo realizado. 

Durante la biotransformation se mantuvo la aereacion 
constante del sistema con un flujo de aire aproximado de 300 
mUmin . Para la identification y la determination de 10s pro- 
ductos obtenidos se utilize la cromatografia en capa delgada 
(CCD) y la cromatograffa lfquida de alta resolution (HPLC), 
respectivamente. 

Para la CCD se emplearon placas de gel de silice 60 y 
mezcla de solventes compuesta por eter de petroleo:acetato 
de etilo en una relation 3:2. La detection por HPLC se realize 
a 254 nm empleando una columna de fase reversa (Spher- 
isorb 5 ODS 250-4 mm) y coma fase movil metanol:agua 
(70:30) a un flujo de 1,4 mUmin . El analisis se llevo a cabo 
por el metodo del estandar interno, 3 utilizando para ello 17~ 
metiltestosterona. Las muestras se hicieron por triplicado. 

Se analizo el comportamiento de las cepas de Mycobac- 
terium sp. B-3683 y A. simplex ATCC 6946 en la biotransfor- 
macion. Los tiempos de residencia fueron de cinco y dos 
horas respectivamente. Se compararon 10s resultados de la 
biotransformation de AD en ADD por la cepa A. simplex utili- 
zando dos soportes, pectina y acido poligalacturonico a una 
concentration final de 4Og/ L en la mezcla. 

Con el propbito de estudiar el efecto del etanol en el 
medio, se analizo su action sobre el crecimiento de celulas li- 
bres, asi coma sobre la biotransformation del AD en ADD en 
celulas libres e inmovilizadas de A. simplex. Las concentra- 
ciones estudiadas fueron las siguientes: 

Para el crecimiento y la biotransformation en celulas li- 
bres:2 ,4,8 ,l 2, 16~2 0%. 
Para la biotransformation en celulas inmovilizadas: 12, 
18,2 4,3Oy3 6%. 
Para el analisis estadfstico se empleo la prueba de com- 

paracion de medias t-student, el analisis de varianza ANOVA- 
1 y en case de existir diferencias significativas, se realize la 
de intervalos multiples de Duncan.4 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Se observe que cuando se emplea Arthrobacter se ob- 
tiene un 100 % de biotransformation en una hora, mientras 

que con Mycobacterium en5hn OS e logran resultados con- 
siderables (Tabla I), lo cual se explica por la baja actividad 
esteroide 1,2-deshidrogenasa 

% 
ue presenta esta cepa segun 

se ha reportado anteriormente. Teniendo en cuenta estos re- 
sultados, se selecciono la cepa de A. simplex coma la mas 
adecuada para realizar la deshidrogenacion del AD y se es- 
tablecio una hora coma tiempo de residencia en el reactor en 
las experiencias de biotransformation del AD en ADD por 
celulas inmovilizadas de Arthrobacfer. 

Existen amplios antecedentes del uso de esta especie y 
m&s especfficamente de esta cepa tanto libre coma inmovili- 
zada para la reaction de 1,2-deshidrogenacion, pero en casi 
todos 10s cases conocidos, se emplea coma sustrato la hidro- 
cortisona cuyo product0 correspondiente es la prednisolona. 

TABLA I 
Seleccih de la cepa a utilizar 

[AD (0,l mg/mL), medio minimo, pH 8,5 y etanol4 %] 

Mycobacterium sp. NRRL-B3683 

Tiempo AD 

(h) (CLS/mL) 

ADD 

(CLS/mL) 

Biotrans- 
formation 

(%) 

011 7,99 * 3,i 3 0,92 f 0,06 - 

1 94,77 k I,22 I,62 f 0,07 I,47 

2 93,80 * 2,74 2,16 f 0,37 1,94 

3 89,28 + 1,09 2,41 f 0,43 2,19 

4 89,51 * 2,49 2,82 f 0,05 2,56 

5 go,07 k 0,40 3,71 f 0,i 1 3,37 

(min) Arthrobacter simplex ATCC 6946 

089 ,19 k 4,42 5,62 f 0,2 

303, 10*0,95 88,36 f 0,67 96,88 

60- 91,49 f 1,22 100,oo 

90- 89,22 f 2,55 100,00 

120 - go,95 f 0,39 100,00 

Los resultados obtenidos al comparar el empleo de dos 
soportes (Tabla II) en la inmovilizacion de celulas de A. sim- 
plex para la conversion de AD en ADD fueron analizados 
estadfsticamente segun el analisis de varianza ANOVA-I 
donde se aprecian diferencias significativas entre las mues- 
tras (p c 0,Ol) y al aplicar la prueba de intervalos multiples de 
Duncan se observa que solo existen diferencias significativas 
(p < 0,05) entre la pectina con 30mi n de biotransformation y 
el resto de las muestras. 

TABLA II 
Comparacibn entre 10s soportes Bcido poligalactur6rico y pectina en medio minim0 

[pH 8, AD (0,l mg /mL), tiempo (min), dcido poligalacturhico-pectina] 

Tiempo Acido poligalacturorico Pectina 

(min) AD (ug/mL) ADD @g/ml) 

087 ,6 f 2,4 5,2 f 1,7 

30 1,7+0,6 91,4 f. 0,l 

60 - 92,3 f 0,3 

90 - 92,6 * 0,l 

120- 92,7 f. 0,3 

Nivel de significacibn = 0,05. Biot. Biotransformacibn. 

Biot. (“I&) 

99,lO a 

100a 

100a 

100a 

AD (ug/mL) 

86,l *4,4 

3,l +0,9 

- 

- 

- 

ADD (pg/mL) 

5,6 f 0,2 

88,3 f. 0,6 

91,4f 1,2 

89,2 * 2,5 

90,9 f. 0,3 

Biot. (%) 

96,88 b 

100a 

100a 

100a 
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Teniendo en cuenta estos resultados, se estableci6 una 
hora coma tiempo de residencia en el reactor cuando se em- 
plea la pectina coma soporte para la inmovilizaci6n de Arfhro- 
batter simplex en la biotransformaci6n de AD. Este resultado 
fue de gran importancia para el trabajo, ya que permite susti- 
tuir el kcido poligalact&nico, extremadamente care, por la 
pectina, siendo su costo 2,5 veces menor que el del gcido. 

Se ha descrito la utilizacibn de ambos soportes en la in- 
movilizaci6n de &lulas. Carballo y col., reportaron el estudio 
de la eficiencia en la biotransformackk de la mezcla de fi- 
tosteroles por &lulas de Flavobacferium breve inmovilizadas 
en pectina para la producci6n de ADD. Montes y Magaiia, 
utilizaron el Bcido poligalacturbnico coma matriz para la in- 
movilizaci6n, obteniendo resultados satisfactorios en la bio- 
conversi6n del compuesto “S” de Reichstein e hidrocortisona 
por A. simplex. Gemeiner y col., estudiaron comparativamente 
la pectina y el alginato corn0 soportes para la inmovilizaci6n y 
refirieron que la estabilidad de 10s geles de pectato de calcio 
es m&s alta que la de 10s geles de alginato de calcio, asi 
coma tambikn que no existen diferencias apreciables en la vi- 
abilidad y la actividad metab6lica de las celulas atrapadas en 
pectato de calcio y alginato de calcio. 

Cuando se estudi6 el efecto de la inmovilizaci6n de las 
c&lulas sobre la biotransformackk (Tabla Ill) se pudo apreciar 
que en una hora las cklulas inmovilizadas son capaces de 

biotransformar todo el AD presente, mientras que las cblulas 
libres en el mismo tiempo ~610 alcanzan un 84,8 % de 
rendimiento en el proceso. Este resultado se corresponde con 
10s repottados por Hilge-Rotman y Rhem, cuando comparan 
el comportamiento de cblulas de Saccharomyces cerevisiae, 
inmovilizadas en alginato de calcio con las cblulas libres, 
siguiendo el curso de la fermentacibn etaklica a partir de glu- 
cosa y evaluando la actividad de dos enzimas reguladoras de 
la glicolisis: hexoquinasa y fosfofructoquinasa. Ambas mos- 
traron un aumento considerable en la actividad enzimatica de 
las cblulas inmovilizadas con respect0 a las cblulas libres. 

A pesar de la escasa informacibn reportada sobre las 
modificaciones bioquimicas y la regulackn del metabolismo 
de las cblulas inmovilizadas en comparacibn con las libres, 
las evidencias experimentales resaltan la importancia de la in- 
movilizaci6n para el trabajo con microorganismos, asi coma 
que garantiza mejores rendimientos en un tiempo menor. 
Debe seiialarse que en algunos cases, se han presentado 
efectos adversos de la inmovilizaci6n sobre la actividad 
catalitica celular. Vlahov en 1990 describi6 una comparacibn 
entre &lulas de A. simplex libres e inmovilizadas en varios 
soportes y report6 una disminuckn de la actividad enzimgtica 
de la A’-deshidrogenasa en las cklulas inmovilizadas durante 
la conversi6n hidrocortisona-prednisolona. 

TABLA III 
Biotransformacih de AD en ADD por chlas libres e inmovilizadas de A. simp/ex 

[AD (0,l mg/mL), pH 8,5 y etanol4 %] 

A. simplex Oh Ih Biotransformaci6n 

AD ADD AD ADD 

hdmL) (%) 

C. libres 85,9 + 0,8 12,8k I,2 14,3 f 0,4 83,7 f 0,2 84,86 

C. inmovilizadas 86,i f 4,4 5,6 k 0,2 - 91,4 f I,2 100 

La evaluaci6n cualitativa del crecimiento en placas petri 
(Tabla IV) mostrC, un desarrollo normal despuks de someter 
las cblulas a la presencia del solvente durante 24 h a concen- 
tracionesd ee tanold e2y4% ,u na disminucibna 18~1 2% y 
un crecimiento nulo frente a 16 y 20% de etanol. Es decir, 
que a partir del 8 % comienzan a manifestarse 10s efectos 
trjxicos del solvente, teniendo un efecto irreversible sobre el 
crecimiento a partir de un 16 % en 10s valores de concen- 
traci6n estudiados. 

TABLA IV 
Resultados cualitativos de la siembra en placas 

de c&ulas libres frente a diferentes concentraciones 
de etanol 

[pH7,2;C N8m L, glucosa2 Og /L] 

Etanol (%) 

o+++ 

2 

4 

8+ 

12 

16 

20 

Crecimiento 

+++ 

+++ 

+ 

+ 

--- 

--- 

Al analizar 10s resultados de la biotransformackk de AD 
por las cblulas libres (Tabla V) se aprecia cierta diferencia con 
10s correspondientes al crecimiento. De acuerdo el analisis de 
varianza ANOVA- se observa que existen diferencias signifi- 
cativas entre muestras para un 99,99 % de confianza y al apli- 
car la prueba de Duncan, se aprecia que la presencia de 
etanol hasta el 12 % no tiene efecto negativo sobre la 
biotransformaci6n del AD, pero por encima de dicha concen- 
traci6n comienza a disminuir significativamente la cantidad de 
ADD obtenido. Debe seiialarse que a pesar de que concen- 
traciones de etanol del 16 % resultan completamente t6xicas 
para el crecimiento (Tabla IV), no lo son para la biotransfor- 
macibn, aunque si comienza a ser significativa la disminucibn 
en 10s rendimientos. Esto esth determinado por el tiempo de 
incubaci6n a que han estado sometidas las cklulas a la ac- 
ci6n del solvente, que durante la biotransformackk es de una 
hora y en el experiment0 de crecimiento fue de 24 h bajo 10s 
efectos del etanol. 

Segljn 10s resultados de la prueba de Duncan para 10s 
valores de biotransformaci6n obtenidos con cklulas de Arthro- 
bacfer inmovilizadas en presencia de las concentraciones de 
etanol estudiadas (Tabla VI) se evidencia que hasta el 18 % 
de solvente no existen diferencias significativas (p e 0,001) en 
10s rendimientos obtenidos. Por encima de esta concentraci6n 
comienza a disminuir notablemente la cantidad de ADD pro- 
ducido. Es decir que el etanol comienza a manifestar su 
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efecto negativo a concentraciones mayores que en las &lulas 
libres. Esto reafirma las ventajas que reporta la inmovilizaci6n 
celular, creando un microambiente capaz de protegerlas del 
ataque microbian0 y de la acci6n t6xica que ejercen 10s sol- 
ventes org8nicos. Kawabata y Nakagawa en 1991 reportaron 
un aumento en el rendimiento de prednisolona por la inmovili- 
zaci6n de A. simp/ex,u tilizandou n5 %d em etanol, y de- 
muestran el carhcter tbxico de este alcohol sobre BI a partir 
del 20% . Hasta el moment0 no se han encontrado en la lit- 

eratura referencias acerca del efecto t6xico del etanol sobre 
este microorganismo. 

CONCLUSIONES 

La cepa Arthrobacter simplex ATCC 6946 result6 la m8s 
adecuada entre las cepas estudiadas para llevar a cabo la 
biotransformaci6n de AD en ADD. 

Es posible la sustitucibn del acid0 poligalactur6nico por 

la pectina coma soporte de inmovilizaci6n. 

La inmovilizaci6n aumenta la capacidad catalitica y la re- 
tenci6n de la actividad enzimatica en presencia de solventes. 

TABLA U 
Toxicidad de c&Was libres de A. simplexfrente a etanol 

en medio minim0 
[PH 7,6 y AD (0,l mg /mL)l 

Etanol x 

(“/) (pg/mL ADD,n=3 ) 

2 

4 

8 

12 

16 

2054 

Nivel de significacibn 0,05. 

101,5Oa 

97,27 ab 

107,88 ab 

102,9 ab 

93,19 b 

,Ol c 

TABLA VI 
Toxicidad de cklulas inmovilizadas de A. simplexfrente a etanol en medio minim0 

[pH 8,5 y AD (0,l mg ImL)] 

Etanol Oh lh 

AD ADD AD ADD 

WI @g/mL) 

12 99,2 * 0,3 125 f 0,5 - 97,3 f 2,7 a 

18 93,l 5 6,2 17,3 ir l,O- 94,6 + 6,8 a 

24 98,0 5 3,6 12,9 f 0,i 20,3 + 0,5 86,2 f 2,6 b 

30 110,5*3,7 5,7 f 3,8 67,i Z? 0,2 35,i f 0,5 c 

36 90,5 2 4,9 6,7 k 2,5 86,l * 2,012 ,4 * 0,5 d 

Nivel de significacibn = 0,05. 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 
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