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Recibido:

RESUMEN. Para la bioconversién de androstendiona en andr-
ostadiendiona por la accién de la enzima esteroide 1,2-deshidro-
genasa fueron empleadas células de Arthrobacter simplex inmovili-
zadas en pectina. Esta enzima introduce un doble enlace entre el
C1 y C2 del anillo A del nicleo esteroidal. El valor de KM encon-
trado fue 5,36 - 10-4 mol/L y Vmax 31,85 nmol/min . La activi-
dad de la esteroide 1-2 deshidrogenasa se incrementd cuando se
adiciond menadiona (vitamina K3) como aceptor artificial de elec-
trones. Por encima de 5 - 10-4 mol/L la menadiona resulté toxica
para el microorganismo. Ademds se determind la estabilidad oper-
acional del sistema y el efecto del etanol sobre la actividad
enzimitica. La identificacion de los compuestos se realizd por Cro-
matografia de fase inversa empleando un sistema de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion .

ABSTRACT. Artrobacter simplex cells immobilized in pectin
were used for bioconversion of androstenedione in androstadiene-
dione by means of the steroid 1-2 dehydrogenase enzyme. This en-
zyme introduces a double bond between C1 and C2 in the A ring
of the steroidal nucleus. The KM value found was 5.36 - 10-4
mol/L. and Vmax 31,85 nmol/L . The steroid 1-2 dehydrogenase
activity was increased when menadione (K3 vitamin) was added as
artificial electron acceptor. Over 5 - 10-4 mol/L menadione was
toxic to the microorganism. Also were determined the system op-
erational stability and the ethanol effects on enzymatic activity.
The compound’s identification was carried out by reverse phase
chromatography using a High Pressure Liquid Cromatography sys-
tem.

INTRODUCCION

La introduccion de dobles enlaces en la molécula de al-
gunos esteroides resulta de gran importancia para aumentar
la actividad antinflamatoria de estos oomput.eslt:,'s,1 Este doble
enlace puede lograrse a través de la fermentacion microbi-
ana, que sin lugar a dudas, ofrece mayores ventajas que la
sintesis quimica.

Gran numero de microorganismos son conocidos por su
capacidad de realizar la reaccion de 1,2-deshidrogenacion del
nucleo esteroidal la cual es catalizada por la esteroide 1,2-
deshidrogenasa (Fig. 1). Esta enzima es inducible y requiere
ademas, la presencia de un cofactor o aceptor artificial de
electrones.? Entre los aceptores mas empleados se encuen-
tran: metasulfato de fenacina, 2,6-diclorofenolindofenol y me-
nadiona.’

Fig. 1. Accion de la esteroide 1,2-deshidrogenasa.

Los microorganismos utilizados con mayor frecuencia
para llevar a cabo esta reaccion son: r'Wjj/_coubaca‘.'s'n«'unr},"'l Co-
rynebacterium® Arthrobacter® Nocardia,” etcétera. En la
mayoria de los casos, es Arthrobacter simplex la cepa mas
empleada debido a su eficiencia en la biotransformacion de
estas sustancias.

En los ultimos afios, teniendo en cuenta la habilidad que
tiene esta cepa para convertir esteroides, se ha investigado
sobre la posibilidad del empleo de células inmovilizadas por
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diferentes métodos. En el presente trabajo se empleo el atra-
pamiento en geles y se estudiaron los parametros cinéticos
de la biotransformacion en estas condiciones con el fin de ob-
tener los mejores resultados.

Este frabajo tuvo como objetivos determinar los
parametros que caracterizan la reaccién enzimatica (Km,
Vmax y concentracion éptima del aceptor eléctrénico) y estu-
diar la estabilidad operacional del sistema y la toxicidad de las
células frente al etanol.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo

Arthrobacter simplex ATCC-6946 (donada por el Dpto.
de Bioingenieria y Biotecnologia del CINVESTAV, México).

Obtencion de la biomasa

Se inoculd un erlemmeyer de 250 mL que contenia
50m L de caldo nutriente (CN) , 2 % de glucosa, pH 7,2. Se
incubo a 28 °C durante 24 h a 150r /min . Este cultivo fue el
indculo para un erlemmeyer de2Lc  on 900 mL delm edio CN
durante 24 h . La biomasa se obtuvo por centrifugacion a 6
000 r/min durante 20 min a 4 °C.

La induccién se realizd con una solucion alcoholica de 4-
-androsten-3,17-diona (AD) 0,05 mg/mL por5h.

Sustrato

El sustrato estuvo constituido por AD.

Por tratarse de un compuesto apolar, fue necesario em-
plear solventes organicos para aumentar su solubilidad. En
este caso se utilizo el etanol.

Toxicidad del etanol

Se estudié el efecto del etanol, emplegando concentra-
ciones desde 5 hasta 20% en el medio de biotransformacion.



Inmovilizacién de células

La inmovilizacion se realizo segun lo reportado por Mon-
tes y Magana, 1991.

Biotransformacion

Los ensayos de biotransformacion se realizaron en un
reactor Air-Lift con 10g de peso humedo de esférulas en un
volumen de 300 mL de una solucién que contenia cloruros de
calcio 0,5 % y de magnesio 0,2 %; pH 8,5. La concentracion
final de etanol empleada fue del 10 % y de la AD 0,1 mg/mL .
La concentracion de menadiona fue de 0,36 mmol/L. El
tiempo de reaccion fue de 15 min .

La extraccion de las muestras se realizé con acetato de
etilo y la determinacion por cromatografia de fase reversa me-
diante HPLC, empleando una columna Spherisorb 5 ODS Pye
Unicam Litd. de (250 x 4,6) mm y como fase movil
metanol:agua (80:20) a un flujo de 1,4 mL /min . La deteccion
se realizo por UV a 254 nm .

RESULTADOS Y DISCUSION

Para estudiar el comportamiento cinético de esta enzima
fue necesario hacer modificaciones al medio de biotransfor-
macioén empleado en trabajos :—.mteriores,"a asi como dis-
minuir el peso de las esférulas a emplear para trabajar en
condiciones de velocidad inicial. El medio anteriormente em-
pleado contenia extracto de levadura, peptona y glicerol como
fuentes energéticas para las células, pero cuando se suminis-
tré aire al reactor se formé espuma lo que ocasiond pérdida
de la cantidad de sustrato a reaccionar con la enzima. Esto se
debe a que alrededor de la espuma se forma un anillo donde
se acumula todo el sustrato insoluble en medio acuoso, per-
diéndose por tanto el contacto de éste con la enzima, lo cual
imposibilita el estudio de altas concentraciones de sustrato.

Con el propdsito de eliminar este problema se realizaron
biotransformaciones empleando el medio reportado anterior-
mente y un nuevo medio que no contenia peptona, extracto
de levadura ni glicerol, obteniendo 100 % de conversion en
ambos casos. Estos resultados permitieron realizar el estudio
cinético en presencia de concentraciones de sustrato saturan-
tes y determinar los parametros cinéticos que rigen esta reac-
cion.

Efecto del etanol

Al estudiar la toxicidad del etanol para esta cepa inmovi-
lizada se encontr6 que es posible emplear hasta 10% de
etanol en el medio de biotransformacion, ya que por encima
de este valor el mismo resulta téxico para el microorganismo
(Tabla I) . Sin embargo, cuando el medio de biotransforma-
cion esta suplementado con extracto de levadura , peptona y
glicerol es posible aumentar la concentracion de etanol hasta
el 18 % sin pérdida significativa de la actividad enzimatica.®

TABLA |
Efecto del etanol sobre las células inmovilizadas de A.
SIMPLEX en la conversion de AD a ADD

Etanol Velocidad inicial
(%) (ug/min)
5 3,51
103, 55
15 2,52
201, 30
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El conocimiento de este dato es muy importante en esta
reaccion, ya que el sustrato empleado es insoluble en agua y
la maxima concentracion a emplear de él en las determinacio-
nes enzimaticas esta determinada por su solubilidad en el
medio.

Efecto de la concentracion de sustrato

Al aumentarla concentraciénde sustratodesde 1,7 - 10
hasta 2,79 - 10° molL, se encortraron valores de 5,36 - 107 mo¥L
y 31,85 nmol/min para KM y Vmax, respectivamente, apli-
cando el método de Lineweaver- Burk (Fig. 2).
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Fig. 2. Efecto de la concentracion de sustrato
sobre la velocidad inicial de reaccion (Vo).

Teniendo en cuenta estos resultados se establecio la
concentracion de sustrato a emplear en los proximos ensayos
(10,47 - 10™* mollL), que a pesar de no ser 100 Km, resultd
saturante, asi como la maxima concentracion posible debido
a limitaciones de solubilidad del sustrato.

Efecto de la concentracién de menadiona

En la figura 3 se muestran los resultados obtenidos para
la reaccién de 1,2-deshidrogenacion del AD en presencia de
diferentes concentraciones de menadiona donde se corroboro
la necesidad de un aceptor electronico exogeno que garantice
la reoxidacion del cofactor para que éste quede disponible
nuevamente de modo que la enzima pueda reaccionar con el
proximo sustrato.

Fin. 3. Efecto de la concentracion del co-sustrato
en la velocidad inicial de la reaccién (Vo).

Como puede apreciarse, en la medida que aumenta la
concentracion de menadiona hasta 5 - 10™ mol/L, aumenta la
velocidad de la reaccion. A partir de esta concentracion
comienza a disminuir la velocidad debido a supuestos efectos
toxicos. Esto ha sido reportado anteriormente por Montes y
Magafia,' para esta cepa con hidrocortisona y compuesto S
de Reichstein como sustratos. Por lo tanto, la concentracion



de menadiona de 5 - 10 mol/L es el maximo valor permisibie
y resulta supersior al reportado por dichos autores para los
sustratos ya citados.

Estabilidad operacional del sistema

Se realizaron 12 bictransformaciones en total para deter-
minar & ndmero de veces que es posible usar las esiérulas
sin pérdida de su actividad. Se evidencidé que a partir de su
tercer emplec comienza a disminuir la actividad aungue el
50 % de biofransformacion tiempo de vida media) se alcanza
en el décimo segundo. Es de sefalar gque debido a la insolu-
bilidad del sustrato, se hizo necesado emplear un medio
saling para evitar ia formacion de espuma anteriormente ex-
plicada o cual disminuyé sensiblemente la estabilidad opera-
cional debido a que [a viabilidad de las célutas estuvo atec-
tada por la deficiencia de nutrientes {Fig. 4}.
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Fig. 4. Estabilitad operacional del sistema
de A. simplex inmovilizado.

En trabajos anteriores reatizados por e grupo de trabajp
de los autores con esta misma t:epa.a empleando e! medio re-
portado anteriormente con extracio de levadura, peptona y
glicerol se han obtenido valores mucho més altos del numero
de reusos; desde el punto de vista practico esto ofrece gran-
des ventajas puesto que permite una mayor utilizacion de las
células.

CONCLUSIONES

La estercide 1,2-deshidrogenasa alkcarea la mitad de la veloc-
dad maxima a una concentracion de AD de 5,36 - 104 molL y ia
velocidad maxima de la reaccién es de 31,85 nmolmin .

La menadiona se debe afiadir hasta una concentracion
de 5 - 104 moll, por encima de esta concentracidn se su-
pone que la menadiona tiene un efecto toxico sobre la célula.

Las células inmovilizadas pueden usarse hasta tres ve-
ces sin pérdida de su actividad.

La toxicidad dei etanol aparece a partir det 10 % .

La sustitucion del medio de bictransformacién permitic
hacer & estudio cinético, pero disminuyd sensiblemente |a es-
tabilidad operacional del sistema, asi como la concentracion
de etanol a emplear en la biotransformacién.

RECOMENDACIONES

Continuar los experimentos de hiotransformacién con el
medio original para aumentar la estabilidad operacional del
sistema y elevar la concentracion de sustrato, teniendo en
cuenta los parametros cinéticos obtenidos para esta reaccidn
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