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RESUMEN. La vitrificacién (variante de la crioconservacién) resulta ventajosa a esca-
la celular, pues evita parcial o totalmente la cristalizacidn del agua en el medic de
congelacion. La cepa Mycobacterium sp. NBRL B-3882 que biotransformalos estero-
les en el precursor estercidal de interés farmacoldgico andrestadiendiona (ADD), se
conservé por crioconservacion y vitrificacién. Los medios de proteccion para la crio-
conservacién fueron medio caldo nuiritivo enrigquecido, al cual se le adiciond en un
caso, glicercl al 10 %y en &l otro, DMSO al 5 %; la cepa fue congelada en dos variantes:
a) inmersion directa en N, (liguido) (-196 °C} y b) enfriamientoa 1 *C/mir hasta -60Cy
después inmersién en N, (liquide). Paralavitrificacién se emplearon tres disoluciones
vitrificadoras que se adicionaron al 50 % del volumen total, pues el otro 50 % fue de
calde hutritivo enriquecido. Elias fueron: SV2 (20,5 % DMSO, 15,5 % acetarnida, 10 %
propilénglicel y 6 % PEG de 8§ 000), SV3 (20 % DMSO0, 15 % dimetilformadida y 15 %
propilénglicol) y SV4 (25 % glicerol y 25 % propilénglicol). Se emplearon dos regime-
nes de congelacién, a) tratamiento previo de adaptacién que consistié en mantener
las células en reposo por 20 min en la disolucién al 25 % de la concentracion final,
40 min al 75 % y 20 rnin al 85 % para pasar al 100 % de la concentracion final de la
disolucién vitrificadora, b) sin tratamiento previo de adaptacién. Ademas, se compard
1a viabilidad en disoluciones de glicerol {10 %), SV2 y SV4 al cabo de 1, 15,40y 80 d de
conservada la cepa. De las disoluciones crioprotectoras, la mejor fue el glicerol (10 %)
en la variante de inmersién directa en N, (liguido} gue mantuvo una viabilidad
del 99 % al cabo de los 2 meses de conservacién. De las disoluciones vitrificadoras, 1a
$V2 fue la mejor ¥ no requirié tratamiento previo de adaptacion. La capacidad bio-
transformadora del mutante conservado en glicerol (10 %), SV2 v 5V4, no se afectd.

ABSTRACT. Vitrification (cryopreservation method} seems to be promissory, due to
the elimination of the deleterious effect of ice erystallization into the cells. The strain
Mycobacterium sp. NRRRL B-3683 acts on the sugar cane phytosterols and trans-
form them into androstadiendione (ADD), an important steroidal precursor for the
pharmaceutical industry. It was preserved by traditional eryopreservation protocols:
using enriched nutrient broth with addition of 5 % DMSO or 10 % glycerol and freez-
ing by direct immersion in Jiquid nitrogen or by cooling at 1°C. min? down to -50°C
with subsequent immersion in liquid nitrogen. For vitrification, the solutions 5V2
(20.5 % DMSO, 15.5 % acetarnide, 10 % propylene glycal, 8 % polyethylene glycol 8
0003, SV3(20 % DMSO, 15 % dirnethylformadide, 156 % propylene glycol), 3V4 (25 %
glyceral, 25 % propylene giycol), were respectively mixed with enriched nutrient broth
in a proportion 50 % volume of vitrifying solution te 50 % volume broth to form the
final solution, Two vitrification protocols were employed for each solution: a} the cells
were adapted for 20 min. in 25 % strength final soluticn, 40 min. in 75 % strength, 20
min. in 85 % strength and finally in the complete finzl solution, b) no adaptation, but
only immersion in the final solution. In both cases the cells in each final vitrification
solution were immersed in liquid nitrogen. It was also compared the viability after 1,
15,40 and 60 d of frozen storage in 10 % glycerol and in vitrifying solutions containing
SV2 and SV4. After 2 months of storage, the sclution containing 10 % glycerol with
direct immersion in liquid nitrogen retained 98 % of viability while the solution SV2
{without adaptation of the cells), retained 95,3 % of viability. The steral biotransforma-
tion of the mutant preserved in glycercl (10 9}, SV2 and SV4 was not affected.
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INTRODUCCION

La crioconservacion es un méto-
do eficaz para conservar microorga-
nismos de interés biotecnoldgico por
pericdos prolongados,!?asi corno ce-
pas genéticamente modificadas me-
diante métodos de e recombinante 24
Por un lado, esta técnica evita la ne-
cesidad de pases frecuentes del mi-
croorganismo hacia medio fresco, lo
cual implica gasto de tiempo, mano
de obra y reactivas costosos, asi
camno el riesgo de contaminacion y
por otro lado, minimiza la posibili-
dad de variaciones genéticas.

La conservacion a temperaturas
extremadamente bajas, generalmern-
te -196 °C(N, liquido), evita estos iz
convenientes y, efectudndose el pro-
ceso de congelacidn-descongelacion
de forma adecuada, es posible man-
tener ja cepa intacta décadas des-
oués de haberse congetado. Los re-
gimenes de enfriamiento y calen-
tamiento, as{ como el sistema de
crioprotectores mas eficaces para
cada sistema biolégico son factores
a considerar en la definicion de un
protocolo de crioconservacién.

También se ha empleado el mé-
todo de la crioconservacién por vi-
trificacién, que consiste en evadir
parcial o totalmente la cristalizacién
del agua en el medio de congelacion,
le cual obviamente es ventajoso a
nivel celular.®? Para esto, se emplean
disoluciones relativamente concen-
tradas en solutos que presentan ten-
dencia a la formacién vitrea.

La mayoria de las disoluciones de
vitrificacién que se utilizan, presen-
tan en su compoesicidon DMSO uni-
do a la acetamida, asi como otros
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compuestos con capacidad para blo-
quedr la toxdcidad del DMSO. Tarnmbién,
se utiliza en estas mezclas, el propilén-
glicol, por su efecto crioprotector?

Ademés, se utilizan los denomi-
nados ¢crioprotectores extracelulares
debido a su efecto estabilizador so-
bre los componentes macromolecu-
lares de la membrana celular, de ahi
que se recomiende el uso de concen-
traciones de alrededor del 5 % de
polietilénglicol (PEG) de PM 6 000 -
8 000, potivinilpirrelidona (PVP), sa-
carosa y otros 51

El objetivo de este trabajo fue
estudiar las condiciones de criccon-
servacidon y vitrificacién de la cepa
mutante Mycobacterium sp. NRERL
B-3683, asi como la posible influen-
cia de este tipo de conservacién en
su capacidad biotransformadora.

MATERIALES Y METODOS
Microorganisme

Se utilizé la cepa mutante My-
cobacterium sp. NRRL B-3683 que
biotransforma los estercles en
androstadiendiona (ADD) ! A partir
de este precursor esteroidal, se ob-
tiene por sintesis quimica, una gran
variedad de medicamentos.

Condiciones de cultivo

Las bacterias se propagaron en el
medic propuesto por Conner y col.'?
a 30 °C ¥ 200 rfmin (zaranda orbital)
hasta obtener cultivos que se encon-
traban a 2/3 de la fase exponencial
de crecimiento.

Condiciones de crioconservacion

Se realizé una experiencia de
criceonservacién convencional, en
la que se probaron dos crioprotec-
tores, el glicerol'* 10 % y el DMSO
5 % en dos regimenes de congela-
cion, la inmersion directa en nitro-
geno liquido v el enfriamiento lento
(1 “Cfmin) hasta --60 °C previc a la
inmersién.

El enfriamiento a 1 *C/min se
efectud en un congelador programa-
ble Bicool BC-111- 80A02 FTS
Systems USA.

En la vitrificacion por inmersién
en nitrégeno liquido, se emplearon
tres disclucicnes vitrificadoras de-
nominadas 8V2Z, SV3 y §V4 cuya
compoesicién fue: SV2 (20,5 % de
DMSQ, 15,5 % de acetamida, 10 %
de propilénglicol v 6 9% de PEG de
8 D00); SV3 (20 % DMSO, 15 % de di-
metilformamida y 15 % de propilén-
glicol) y SV4 (25 % de glicerol y 256 %
de propilénglical).

Las disoluciones se afhadieron al
50 % utilizando como base el medio
calde nutritivo? que era donde se
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encontraban las células crecidas.
Ademas, se estudiaron dos trata-
mientos, uno sin adaptacién previa
de las células a las disoluciones de
vitrificacidn, ¥ otro donde se adap-
taron las células poco a poco hasta
alcanzar la concentracidn maxima
de las discluciones en estudio segin
el protocclo siguiente: 20 min en la
disolucion al 25 % de la concentra-
cidn final, 40 min en la disolucidn al
78 % y 20 min al 85 %, para pasar al
100 % de la concentracién final.

Lacongelacién de los microorga-
nismos se realizé en cricviales, don-
de se dispensaron 0,2 mL de inéeculo
¥ 0,2 mL de la disclucion crioprotec-
tora de forma tal que se lograra ia
concentracion final deseada.

Por ditimo, se determiné la in-
fluencia de las mejores variantes en
la viabilidad celular cuandc la cepa
se conservo por 1, 15,40 y 60 d en
nitrégeno liquido.

En la descongelacion o desvitrifi-
cacidn se empled en todos los casos,
un bano de agua a 37°C.,

Determinacion de la viabilidad

Se utilizé la prueba reportada por
Kratochvilova y Kovacovskal ® Este
metado constituye una evaluacidn
cualitativa del crecimiento y consis-
te en utilizar cinco placas Petri con
agar nutritivo por cada vial. Las pla-
cas se siembran por estrias rectas y
eruzadas, realizando por cada placa
tres cruzamientos de cinco estrias
cada uno, de forma tal que 15 cruza-
mientos concrecimiento corresponden
al 100 % de viahilidad. Las placas fue-
ron incubadas a 30 °C durante 96 h .

Biotransformacion

Para realizar la evaluacion de la
capacidad biotransformadora de la
cepa se empled el método descrito
por Borrego ¥ col .M y colesterol como
sustrato que se prepard de forma
semejante a como describen los au-
tores antes mencionados.

La determinacién cuantitativa
del producto (ADD) de realizé por
Cromatografia Liquida de Alta Pre-
sidn siguiendo la metodologia pro-
puesta también por Borrego y cola-
boradores.!!

Anilisis estadistico

Todos los experimentos se reali-
zarcn por duplicado, y los resultados
se analizaron mediante las pruebas
ANOVA- 1 y Duncan *

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se observa que la
adicion de glicerol (10 %) en el me-
dio de cultivo v la inmersidn directa

en N, (liquido) se obtuve la mayor
viabilidad del micrecorganismo,
mientras que un enfriamiento lento
previo a la inmersién es innecesario
¥ Quizés inadecuado en este caso.

Aungue la viabilidad de la cepa
es menor cuando no se emplea crio-
protector y en particular, cuando la
inmersion en nitrégeno liquido es
directa, esta disminucién no es tan
marcada en la variante de DMSO (5 %),
donde la inmersion directa o un en-
friamiento progresivo previo arro-
jaron resultados similares. El hecho
de que la viabilidad no fuese atn
méas baja al no emplear crioprotec-
tor pudiera deberse a gue el medic
caldo nutritivo enriquecido posee
una gran cantidad de aminodcidos v
proteinas ¥ meso-inositol, los cuales
ejercen un efecto beneficiogo en la
disminucidn o reversién del danc
por hipotermia en ese sistema, al
estabilizar los componentes macro-
moleculares de la membrana bacte-
riana, que es el sitio primario en el
que se manifiesta el dafio. A todo lo
anterior debe contribuir la gran can-
tidad de lipidos que posee en la pa-
red este tipo de bacteria,'>*® lo cual
le confiere una gran resistencia.

De las disoluciones de vitrifi-
cacion empleadas para crioconser-
var la cepa (Tabla 2) las mejores fue-
ron SV2 y §V4, independientemen-
te de que las células se sometan o no
al preceso previo de adaptacién ala
elevada concentracion de soluto
empleada. Para SV3 la viabilidad fue
muy baja, lo cual parece ser debido
a la presencia de dimetilformamida
al 15 9%, compuesto que si bien ma-
nifiesta gran tendencia a la vitrifi-
cacidn, puede ejercer un efecto téxi-
€0 sobre este microorganismo a esta
concentracion.

Al comparar las disoluciones
vitrificadoras SV2 y 5V4 con el gli-
cerol 10 % (Tabla 3), se observé que
con este Gltimo, practicamente no se
produce pérdida de la viabilidad ini-
cial a los dos meses, mientras que en
SV2, aunque se observa una dismi-
nucibn significativa de la misma a
los 60 d, adn sigue siendo elevada.
El empleo de SV4 proporciond una
viabijlidad aceptable, pero inferior a
la obtenida con glicerol o SV2, evi-
dencidndose una disminueién mar-
cada de ella a partirde los 40 d . Esto
puede deberse a un posible efecto
téxico del propilénglicol a esa con-
centracion {25 %} sobre las células,
pues esta variante difiere de la que
usa el glicerol (10 %), no sdlo en que
este compuesto esta al 25 %, sino
también, en que el propilénglical se
encuentra a una concenfracién mu-
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cho més elevada, incluso, que la que
contiene la variante SV2,

De estos resultados se despren-
de que, 51 bien es factible la criccon-

Tabla 4. Capacidad hiotransformado-
ra de la cepa mutante Mycobacterium
sp. NRRL B-3683 después de haber
estado conservada en diferentes disolu-

CONCLUSIONES

La cepa mutante Mycobacterium
sp. NRRL B-3683 puede ser cricon-
servada en medio caldo nutritivo en-

servacién de esta cepa por vitrifica-  ciones crioprotectoras al cabo de 60 d .

riquecido al cual se le adiciona gli-

¢ion, en el medio caldo nutritivo en- _ Yois = D cerol al 10 % como crioprotector, rea-
10n, . Vo en Variant D/s = DE e : oprote

riquecido que contiene ademas, gli- anantie () lizandose la inmersién directa en
C(_EIrOl al 10 %, se ol?tiene la mayor via- Control 502+ 34 nitrdégeno liquido. Cop este méto-
bilidad. Esta variante no solo es la ) do, se garantiza una viabilidad del
de mejor resultado, sino que desde Glicerol (10 %) 49,7+ 2,2 99 % a los dos meses de almacena-
el punto de vista econémico es més ba- sV2 50,0« 28 da a —196 ~C, variante que se propo-
rata que las otras varientes estudiadas. V4 486 + 36 ne por su sencillez y bajo costo.

La cepa después de haber estado
conservada en glicerol (10 %), SV2 ¥
SV4 durante 60 d (Tabla 4) no mos-
tré alteracién de la capacidad bio-
transformadora, lo que indica que Y

* Indica que la biotransformacion se rea-
1izé con un cultivo fresco.

_ Rendimienioproducto _

Igualmente, es factible la crio-
conservacion de esta cepa por vitri-
ficacidén siempre ¥ cuando las diso-
luciones que con tal accidn se em-
pleen no contengan dimetilforma-

L. . L fs 7 fadi
las disminuciones de la viabilidad no P susiratoanadido rmida (SV2 v SV4}. Con estas disolu-
influyen sobre la mutacion realiza- ___ADD(mg) 100 ciones no es necesariala adaptacién
da para fines bictecnolégicos. " Colesteroi(mg) previa del cultivo, por tanto, se pue-

Tabla 1. Influencia de dos crioprotectores a dos regimenes de congelacién so-
bre Ja viabilidad de la cepa Mycobacterium sp. NRRL B-3683.

Viabilidad = DE
{%e}

iD -50 1D

Crioprotector

de resalizar el enfriamiento rdpido a
partir de la inmersion directa en ni-
irégeno liquido. No obstante, estas
variantes resultan mas costosas para
trabajos de rutina.

La cepamutantie Mycobacterium
sp. NRRL B-3683 después de haber
estado cricconservada por 60 d en

Sin crioprotector 829 = 2,1 (d) 92,0 = 3,0 (bc) glicerol {10 %) y vitrificada en las di-
Glicerol al 10 % 1000 = 3,0 (a) 95,0 + 4.5 (b) soluciones SV2 y §V4 no pierde la

_ capacidad de biotransformar el co-
DMSO al 5 % BO,7 x 35 () 91,8 =+ 4,3 (be)

ID Inmersién directa en N, (liquide). -50 ID Enfriamiento a 1 °C/min hasta -50 <C
y después inmersidn en N, (Hquido). (b}, (be), (¢} y (d) Difieren significativamente de
{a) segin Duncan (p £ 0,05). DE Desviacién estdndar

Tabla 2. Efecto de tres disoluciones vitrificadoras y del tratamiento previo de
adaptacion de las células micerobianas sobre la viabilidad de la cepa
Mycobacteriumn sp. NREL B-3683.

lesterol en ADD, portanto, estas con-
diciones de preservacion no afectan
la mutacién realizada.
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