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RESUMEN. Las sustancias de origen marino han sido utilizadas por el hom-
bre desde hace millones de años, sin embargo, su aislamiento, caracteriza-
ción química y farmacológica, así como, el interés clínico por ellas han sidos
estudiados hace tan solo cinco décadas. Cuba ha incrementado gradualmente
las investigaciones relacionadas con la búsqueda de compuestos con activi-
dad antitumoral. En el Departamento de Microbiología Aplicada del Centro
de Bioproductos Marinos se aisló una cepa de origen marino con actividad
antitumoral con amplias posibilidades para la preservación de la salud huma-
na. El objetivo del presente trabajo fue determinar las condiciones de cultivo
de Micrococcus varians a nivel de fermentador, separar y purificar la mezcla
de compuestos proteicos producidos y evaluar su posible actividad antitumoral
frente a diferentes tumores malignos. La purificación de la mezcla de com-
puestos con actividad antitumoral producida por dicha cepa, se llevó a cabo
por precipitación con (NH4)2SO4 70 % y diálisis. El criterio de pureza se corro-
boró por HPLC, cromatografía de intercambio aniónico y electroforesis en gel
de poliacrilamida (8 a 25 %). La actividad antitumoral de la mezcla de com-
puestos arrojó un índice de sobrevida de un 77,8 % frente a sarcoma 180 y un
37,3 % frente a sarcoma 37.

ABSTRACT. Substances of marine origin have been used by man for millions
of years. However, their isolation, chemical and pharmacological character-
ization, as well as the clinical interest in them, has been studied for only five
decades. Cuba has gradually increased the researches related to the search
for compounds with antitumoral activity. A strain of marine origin with anti-
tumoral activity and wide possibilities for human health preservation was
isolated at the Applied Microbiological Department of Marine Bioproduct
Center. The objective of the present work was to determine the culture condi-
tions of Micrococcus varians at fermentator scale to separate and to purify the
mixture of compounds produced and to evaluate its possible antitumoral ac-
tivity against different wicked tumors. The purification of the mixture of com-
pounds with antitumoral activity produced by this strain was carried out by
precipitation with (NH4)2SO4 70  % and dialysis. The purity approach was cor-
roborated by HPLC, anionic exchange chromatography and electrophoresis
in polyacrylamide (8-25 %). The antitumoral activity of the mixture of com-
pounds showed a survival index of 77,8 % against sarcoma 180 and a 37,3 %
against sarcoma 37.

antitumorales y muchos compues-
tos con actividad de esta naturale-
za se han aislado de algas, esponjas,
tunicados, microorganismos mari-
nos, entre otros.2,3

Especial importancia en la in-
vestigación sobre moléculas con
propiedades antitumorales tienen
los microorganismos aislados de
zonas contaminadas.4 La mayoría
de dichas sustancias han sido obte-
nidas de especies terrestres, sin
embargo, por las características del
ambiente marino, los microorganis-
mos que en él habitan pueden ser
una variante atractiva para la obten-
ción de nuevos bioactivos.5

El objetivo del presente trabajo
fue determinar las condiciones de
cultivo de Micrococcus varians a ni-
vel del fermentador, separar y puri-
ficar la mezcla de compuestos
proteicos producida y evaluar su
posible actividad antitumoral fren-
te a tumores malignos.

MATERIALES Y METODOS
Microorganismo empleado

El trabajo se llevó a cabo con la
cepa CBM-224, aislada de los sedi-
mentos de la Bahía de La Habana e
identificada como Micrococcus
varians.

Medios de cultivo

La cepa CBM-224 se conserva en
plano inclinado cubierto de aceite
mineral estéril, cuyo medio tiene
incorporado agar (Tabla 1).

Determinaciones analíticas

Todas las determinaciones se
realizaron con el caldo libre de cé-
lulas (12 000g, durante 10 min).

INTRODUCCION
Los organismos marinos abar-

can más de medio millón de espe-
cies, las cuales debido al ambiente
inusual donde habitan, en compara-
ción con los organismos terrestres,
producen sustancias metabólicas

cuyas estructuras químicas no tie-
nen precedentes.1 En los últimos
años, se ha incrementado el número
de trabajos sobre productos natura-
les marinos con actividad biológica,
en particular, se ha multiplicado el
esfuerzo por detectar sustancias
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Densidad óptica. Se determinó
a una longitud de onda de 670 nm
en un Spekol 11. Como blanco de
referencia fue utilizada el agua des-
tilada.

Azúcares reductores. Se deter-
minó el consumo de glucosa por el
método del ácido 3,5-dinitrosalisí-
lico.6

Proteínas solubles. Para la de-
terminación de la concentración de
proteínas se empleó el método de
Bradford. Se utilizó como proteína
patrón una disolución de albúmina
de suero bovino (BSA).7

Tratamiento estadístico de los re-
sultados

Para el análisis de los resultados
se utilizó el análisis de clasificación
simple8 y el método de Duncan.9

PARTE EXPERIMENTAL
Condiciones de cultivo

Inóculo
Para la inoculación del medio de

cultivo, se partió de una cuña con
24 h de crecimiento a la que se adi-
cionaron asépticamente 5 mL de
una disolución de NaCl 9 g · L−1. Con
la suspensión de células obtenida se
inocularon 300 mL de medio de
cultivo estéril y se incubaron en za-
randa orbital (INFORS) durante
24 h .

Fermentación en biorreactor de
3 L

La fermentación se llevó a cabo
en un fermentador de 3 L (INFORS)
durante 60 h a 29 oC, dos vvm y 600 r ·
min-1. Se tomaron muestras cada 2 h
y se determinó la densidad óptica,
los azúcares reductores y las  pro-
teínas solubles.

Purificación de la mezcla de com-
puestos proteicos

El caldo final de la fermentación
se centrifugó a 7 000g durante 30 min

a 4 oC en una centrífuga refrigerada
BECKMAN J2-HS y el caldo libre de
células se precipitó con (NH4)2SO4
70 %. El precipitado obtenido de la
centrifugación, disuelto en agua se
dializó previo a la purificación, con-
tra agua destilada durante 24 h, con
cambios periódicos cada 6 h y pos-
teriormente, contra disolución
estabilizadora de equilibrio emplea-
da en la corrida cromatográfica, tris-
HCl 0,1 mol · L−1, pH 7.

La separación de los compuestos
activos se llevó a cabo mediante cro-
matografía en columna de baja pre-
sión (15 cmX3 cm), utilizando el
intercambiador aniónico DEAE-celu-
losa, como soporte cromatográfico.
La fijación de la muestra se reali-
zó con la disolución estabilizadora
de equilibrio hasta obtener una
absorbancia a 280 nm de 0,09 en
las condiciones de pH y fuerza
iónica establecidas. Se eluyó con
un gradiente salino lineal de Tris-
HCl 0,1 mol · L−1 con NaCl desde 0
hasta 1 mol · L−1. Se colectaron frac-
ciones de 3 mL, para un volumen
total de 400 mL, con un flujo de
36 mL · h−1 . A todas las fracciones
se les determinó la densidad óp-
tica a 280 nm .

Una alícuota de la muestra se
aplicó a un sistema de cromatogra-
fía líquida de alta resolución (HPLC)
en fase inversa, con una columna de
TSK ODS-120T (7,8 mmX300 mm).
Se utilizó como fase móvil: ace-
tonitrilo-TFA (0,1 %) con un flujo de
500 µL · min−1, siguiendo un méto-
do simple durante 20 min .

Se empleó el método electro-
forético en geles de poliacrilami-
da (8 a 25 %) con tinción de plata
en un equipo Fast System (Phar-
macia) para comprobar la pureza
del extracto obtenido por cro-
matografía de intercambio ióni-
co.

Evaluación de la posible actividad
antitumoral de la mezcla de com-
puestos proteicos

El producto dializado se concen-
tró con polietilenglicol 6000, se
centrifugó a 7 000g durante 30 min
y se conservó a 4 oC . El precipitado
obtenido se liofilizó y a partir de
este extracto semipuro, se prepara-
ron diferentes dosis en disolución
salina y se administraron intraperi-
tonealmente en animales de expe-
rimentación NMRI con tumores
transplantables de ratón sarcoma
180 y 37 (2 · 106 células/animal; vía
subcutánea). Las dosis empleadas
fueron de 45 y 22,5 mg · kg−1 para
los animales inoculados con sarcoma
180 y de 40 mg · kg−1 para los ino-
culados con el sarcoma 37. Los ani-
males del control negativo fueron
tratados con una dosis de 0,2 mL de
disolución salina fisiológica.

La evaluación del posible efecto
antitumoral se realizó empleando el
índice de aumento de la sobrevida.

RESULTADOS Y DISCUSION
Fermentación en biorreactor de 3 L
de Micrococcus varians cepa
CBM�224

Se obtuvo el perfil de fermenta-
ción de Micrococcus varians cepa
CBM�224 en un fermentador de 2,5 L
de volumen efectivo (Fig. 1) en el
que se pudo observar el comporta-
miento de las proteínas solubles,
los azúcares reductores y el creci-
miento, expresado como densidad
óptica.

Los valores de densidad óptica
y las concentraciones de proteína,
describen las diferentes fases de
crecimiento de la cepa CBM-224
productora de la mezcla de com-
puestos proteicos. Desde las 7 has-
ta las 14 h, se aprecia un crecimien-
to exponencial con una µ = (0,114 8
± 0,021) h−1; a las 12 h, se observa
un máximo en la concentración de
proteína (36 ± 2,1) µg· L−1 . A partir
de las 19 h, se alcanza la fase esta-
cionaria en la que se obtiene la ma-
yor concentración de proteína (48 ±
3,3) µg · L−1 de todo el proceso.

El consumo de glucosa ocurre de
forma rápida hasta mediados de la
fase estacionaria (Fig. 1), momento
en que se alcanza la máxima pro-
ducción de proteína extracelular y
se mantiene prácticamente constan-
te hasta el final de la fermentación,
momento a partir del cual disminu-
ye tanto la concentración de gluco-
sa, como de proteína y la densidad
óptica.

Si se tiene en cuenta la relación
existente entre el consumo de sus-

Tabla 1. Composición de los medios de cultivo empleados.

nóicavresnocedoideM daditnaC nóicatnemrefedoideM daditnaC

anotpeP g5 asoculG g01

enracedotcartxE g3 enracedotcartxE g5

arudaveledotcartxE g5 HN( 4)2 OS 4 g5,2

adalitsedaugA Lm052 HK 2 OP 4 g5,0

ramedaugA Lm057 OSgM 4 g5,0

lCaN g1

K2 OPH 4 g1

lCK g5,0

arudaveledotcartxE g1

adalitsedaugA Lm0001
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trato, el crecimiento y la producción,
se puede clasificar esta fermenta-
ción como parcialmente asociada al
crecimiento según la clasificación de
Gaden.10

Por otra parte, se puede apreciar
que los máximos correspondientes
a la producción de proteínas están
desfasados en el tiempo. Esto pudie-

ra estar dado por cambios estructu-
rales que ocurren en las proteínas
con actividad antitumoral, debido al
metabolismo del microorganismo,
lo cual puede relacionarse con el uso
de estas proteínas para realizar sus
funciones fisiológicas, por agota-
miento de la fuente de nitrógeno
orgánico.

Esta fermentación en la que apa-
rentemente ocurre la acumulación
de un intermediario en las prime-
ras 12 h y luego da lugar a otro com-
puesto de igual naturaleza, puede
asumirse como una reacción conse-
cutiva según la clasificación de
Deindoerfer,11 en la que ocurre una
bioconversión de una molécula de
proteína en otra.

El perfil correspondiente a la
concentración de proteínas excre-
tadas al medio, presenta tres máxi-
mos, probablemente debidos a la
secreción de tres proteínas con ca-
racterísticas diferentes y degrada-
das secuencialmente, de forma que
en cada máximo predomina una es-
pecie molecular. Las electroforesis
y separaciones en HPLC realizadas
a la fracción pura, confirmaron esta
suposición.

Purificación de las proteínas pre-
sentes en el caldo de fermentación

Se diseñó un esquema de purifi-
cación de las proteínas presentes en
el caldo de fermentación de la bac-
teria marina Micrococcus varians
CBM-224, mediante la utilización de
una precipitación salina con (NH4)2SO4
70 %, diálisis y cromatografía de in-
tercambio iónico (CII) en DEAE-ce-
lulosa. Por último, se utilizaron
como criterios de pureza, la separa-
ción por HPLC en fase reversa y la
electroforesis en gel de poliacrilami-
da.

Se observaron tres máximos de
absorción a 280 nm, lo que indicó la
presencia de tres compuestos pro-
teicos que mantenían su actividad
biológica (Fig. 2).

La electroforesis en geles de po-
liacrilamida mostró tres bandas de
proteína (Fig. 3), lo que corroboró la
pureza de los compuestos proteicos
purificados por columna de inter-
cambio iónico.

En la columna de HPLC, se apli-
có una muestra correspondiente al
extracto precipitado y concentrado
del caldo de fermentación de la cepa
en estudio y se corroboró la presen-
cia en el medio de tres componentes
proteicos, presumiblemente res-
ponsables en conjunto de la función
biológica del extracto. Se apreciaron
tres picos respectivos que absorben
a 280 nm, donde es marcada la ab-
sorción de las proteínas (Fig. 4).

A partir de los resultados de la
purificación se pudo demostrar que
la actividad biológica se debe a tres
compuestos de carácter proteico
que de forma combinada tienen un
efecto antitumoral cuyas estructu-
ras deben variar en pequeña propor-

Fig. 2. Perfil cromatográfico de separación en DEAE-celulosa. Dimensiones de la co-
lumna: 3 cmX15 cm . Elución: gradiente salino lineal con 400 mL de disolución
estabilizadora Tris-HCl 0,1 mol · L−1 a pH 7 con NaCl de 0 a 1 mol · L−1 . Fracciones: 3 mL  .
Muestra aplicada: 7 mg de proteína. Flujo: 36 mL · h−1 .

Fig. 3. PhastGel. Gradiente 8 a 25 % PAA. Tinción con plata. Phast System.

Foto de la electroforesisDiagrama de la foto original
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Fig. 1. Perfil de fermentación de Micrococcus varians cepa CBM�224, en un fermentador
de 3 L con 2,5 L de volumen efectivo.
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Fig. 4. Separación de las proteínas presentes en el extracto crudo de la cepa Micrococcus
varians CBM-224.   Volumen de muestra aplicada: 20 µL .   Flujo: 1 000 µL/min .   Detec-
ción a 280 nm .   Columna: TSK gel ODS-120T.   Sistema de disolvente: acetonitrilo-
TFA (0,1 %).   Temperatura ambiente.
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ción y ser consecuencia de una bio-
transformación durante el proceso
fermentativo de la cepa (Fig. 1).

Es necesario señalar que esisten
pocas referencias sobre glicoproteí-
nas con este tipo de actividad, ca-
racterística mucho más frecuente
en sustancias de bajo peso molecu-
lar y algunos tipos de polisacári-
dos.12-14

Ensayos de actividad biológica

Los extractos procesados en el
Instituto Nacional de Oncología y
Radiobiología se probaron en tumo-
res sólidos y blandos (Tabla 2).

Se apreció que a dosis de 40 mg ·
kg-1 de peso del animal sobre sarco-
ma 37, el índice de sobrevida es bajo,
sin embargo, frente a sarcoma 180
con una dosis similar, similar se ob-
serva un aumento significativo de
la supervivencia de los animales
tratados (77,8 %) con respecto al
control negativo. Al reducirse a la
mitad la dosis del producto frente a
sarcoma 180, se alcanza una so-
brevida superior en 7,4 % con res-
pecto a sarcoma 37.

El incremento de la superviven-
cia frente a sarcoma 180, podría atri-
buirse a que esta mezcla de proteínas
actúa sobre el sistema inmune acti-
vando los mecanismos de defensa
del propio organismo, a través del
ataque de las células tumorales, lo
que a su vez, produce una prolon-
gación del período de vida de los
animales.

La capacidad de esta bacteria de
producir compuestos proteicos con
actividad antitumoral, debe estar
dada por su hábitat, debido a que la
Bahía de La Habana es un ecosiste-
ma muy contaminado con diferentes
compuestos tóxicos, fundamental-

mente con hidrocarburos, los cuales
son cancerígenos. Parece ser que
como vía de adaptación para su su-
pervivencia, este microorganismo
como defensa, excreta al medio es-
tas proteínas que tienen carácter
antitumoral, lo que trae consigo la
preservación de la especie.

CONCLUSIONES

Se logró obtener, separar y puri-
ficar satisfactoriamente un produc-
to formado por tres compuestos
proteicos a partir de la cepa Micro-
coccus varians CBM-224 que resul-
ta efectivo frente al tumor sólido
sarcoma 180.
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Tabla 2. Índice de sobrevida en animales de experimentación, inoculados con
tumores malignos y tratados con la mezcla de compuestos proteicos en diferen-
tes dosis.
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