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RESUMEN. En este trabajo se describen los sistemas de fermentacion utiliza-
dos para llevar a cabo la biotransformacién de los esteroides entre los que se
encuentran el empleo de tensioactivos, la fermentacién en una y dos fases, el
empleo de polimeros y de medios liposomales y la inmovilizacién microbiana.
También se mencionan sus ventajas y desventajas, asi como ejemplos de algu-

nos procesos fermentativos.

ABSTRACT. The fermentation systems used in the biotransformation of ste-
roids are described which comprise the use of surfactants, the fermentation in
one phase and two-liquid-phases, the utilization of polymers, the liposomal media
and the microbial immobilization. The advantages, disadvantages and various
examples of fermentatives processes are also considered.

INTRODUCCION

Los esteroides son sustancias
que presentan gran importancia
para el hombre, pues representan di-
ferentes papeles bioquimicos y fisio-
16gicos en el organismo humano. En-
tre los esteroides fisiolégicamente
importantes se incluyen, los acidos
biliares, las hormonas adrenocor-
ticales, los andrégenos y los estroé-
genos.!

Debido a sus propiedades fisiol6-
gicas, cada dia aumenta el empleo de
las drogas esteroidales para el trata-
miento de multiples enfermedades
y por ello, se emplean materias pri-
mas nuevas en los procesos de bio-
transformacién de esteroles, desta-
candose los fitosteroles por su gran
abundancia en la naturaleza y el bajo
costo para obtenerlos.

Se conoce que una gran variedad
de sistemas microbiolégicos se em-
plean en la produccién de las drogas
esteroidales y sus protocolos de sin-
tesis, que generalmente compren-
den tanto la via quimica como mi-
crobioldgica, estan disenados para
que las transformaciones microbio-

légicas conduzcan a las etapas ter-
minales cercanas a ellas.?

El presente trabajo tuvo como ob-
jetivo concentrar la informacién que
existe con relacién a los sistemas de
fermentacién mas utilizados para
biotransformar esteroides.

Sistemas fermentativos utilizados
para biotransformar esteroides

Es conocido que los esteroides,
y dentro de estos, los esteroles son
muy poco solubles en agua,*® sien-
do este el problema mas serio que
confronta su biotransformacioén.
Para lograr una mejor solubilizacién
de estos compuestos y por tanto, fa-
cilitar un contacto adecuado del mi-
croorganismo con el sustrato a bio-
transformar, se han empleado dos
métodos fundamentalmente:

Empleo de agentes tensioactivos

Entre los agentes tensioactivos
no iénicos mas empleados se en-
cuentran diferentes tipos de Tween
(20, 40, 60 y 80). Son muchos los au-
tores que han estudiado el efecto de
todos ellos o de alguno en particu-
lar, sobre el proceso de biotransfor-

macién de esteroides. Schéemer y
Wagner® estudiaron la influencia de
diferentes tipos de ellos en la bio-
transformacién del B-sitosterol me-
diante la cepa Nocardia M 29-40. De
igual forma, Nakamatsu y colabora-
dores.” analizaron la influencia de
una gran cantidad de agentes tensio-
activos sobre la biotransformacién
de fitosteroles obtenidos de la soya
empleando un mutante de Nocardia
corallina NG-511.

Desde el punto de vista quimico
la diferencia entre los diversos tipos
de Tween radica en el acido graso
que esterifica el nucleo de polioxi-
etileno sorbitan. En la actualidad
existen autores que utilizan los
agentes tensioactivos para solubili-
zar esteroles.®!!

Empleo de un vehiculo organi-
co para adicionarlo al medio de fer-
mentacion

Recientemente, se ha visto un
creciente interés en el empleo de
procesos fermentativos en los cua-
les una fase orgénica constituye una
fraccién significativa del volumen
total de la fermentacién. En general,
en este tipo de sistema se pueden
presentar dos variantes:

a) La fase organica es miscible
con agua, lo que da lugar a un siste-
ma homogéneo.*?? En los procedi-
mientos correspondientes se presen-
ta como inconveniente que al em-
plearse solventes de gran polaridad
el sistema no resulta lo suficiente
hidrofébico como para permitir la so-
lubilizacién del sustrato y de los pro-
ductos de su biotransformacién en
concentraciones elevadas.
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Ademas, se ha detectado que al-
gunos solventes y a determinadas
concentraciones, son capaces de in-
hibir el crecimiento de los microor-
ganismos en agua®™™ debido a que
pueden ineidir negativamente sobre
ia membrana celular y sus funeio-
nes. o pueden ser toxices para al-
guna de ias enzimas no s6lo de su
metabolismo primario tal como las
enzimas respiratorias, pudiendo
causar una disminucion del poten-
cial oxidative de la célula, sino inchi-
so, de alguna(s) de las enzimas invo-
lucradas en el proceso de biotrans-
formacion.™ Por tode ello, es neve-
sario seleceionar el solvente adecus-
do para que ne afcete al microorga-
nismo y facilite la solubilizacién del
esterol.

Tienen como ventaja para su apli-
cacion industrial, que al trabajarse
con una sola fase, se facilita et control
de los parametros fermentativos, asi
como el diseno de los bioreactores.

b} La fase organica no es miscible
con ¢l agua, lo que se conace Como
sistemna fermentativo en dos fases
liguidas.

Dentre de esios sisternas, en al-
gunos casos se utilizan solventes or-
ganicos que no son miscibles con el
agua ¥y en otros, se emplean aceites
vegetales. Buckland y colaborado-
res.? efectuaron la conversion enzi-
matica del colesierol en colesteno-
na mediante una especie de
Nocardia, utilizando una alta propor-
¢idn de tetraclomaio de carbons. Des-
de entonces, muches autores han se-
guido utilizando diversos solventes
apolares con este objetivo @+

Teniendo en cuenta gue la utili-
zacion de solventes orginicos pue-
de resultar danina para el microor-
ganisimo por su toxicidad y que para
poder biotransformar altas concen-
traciones de esteroles se necesitan
mayores volumenes de solventes
que son altamente tGxicos, en mu-
chos casos se ha preferido utilizar
otros vehiculos de solubilizacidn,
entre los cuales, lus aceites vegeta-
les son los mas empleados.

Se conoee® la biotransfortacitn
de diferentes esteroles en ADD
{androstadiendiona) mediante un
variade nGmerc de microarganis-
mos de distintos géneros y el empieo
en el medio de fermentacionde dife-
rentes aceites de origen animal y ve-
getal, teniendo en cuenta que los
glicéndos presentes en et aceite pue-
den ser asimilados por los miecroor-
ganismos. Si bien estos experimen-
tos se realizaron a nivel de zaranda,
demostraron la faciibilidad de otili-

zar a los aceites vegetales como fase
erganica en lugar de los solventes or-
ginicos convencionales.

No cbstante, es canocido que los
aceites vegetales contienen peque-
fias cantidades de acides grasoes li-
bres que pueden resultar téxicos ™
de ahi gue se deba tener en cuenta
este aspecio para que no se afecte el
microorganisme y poder lograr altos
rendimientos de los productos.

Asimismo, Kominek y col* uti-
tizaron extracto de grasa de cerdo
seca para biotransformar acetato de
cortisona: Imada y col® utilizaron
un medio de cultive que contenia
aceite de silicona con &l objetivo de
biotransformar colestercl emplean-
do la cepa M. pargfortuitum MCI-
1297 y Paskova y col.™ lograron in-
crementar la concentracidn de er-
gosterol en levaduras utilizando
manteca de cerdo y aceites de gira-
sol, suya o colza.

Ceen y col¥ empleron también
aceites vegelales para mejorar los
rendimientos de los productos de la
bictransformacion al trabajar con A,
ochraceus y progesterona comao sus-
trato. Por su parte, Park y Hoffrman™
utilizaron aceite de silicona para fa-
cilitar la solubilizacion de la hidro-
cortisona y del nxigeno cuando rea-
lizaron o} procese de biotransforma-
cidn utilizando la cepa Arthrobacter
stmplexr ATCC 6846 inmovilizada en
el copolimero N-isopropil-acril-
amida/acrilamida.

Phase y Patil® emplearon aceite
de soya para biotransformar coles-
terol en 17-cetosteroides, utilizando
la cepa M. fortuitum NRRL B-8153
con la cual obtuvieron rendimientos
elevados, Ademas, Lilly" vy Lilly ¥
col?® dieron a conacer aspectos ge-
nerales del sistema fermentativo en
dos fases liquidas y las caracteristi-
cas de los reactores para lievar acabo
estos procesos. Después de elle, Van
Sonsbeek y col* publicaron una
ampiia revision acerca de estos te-
mas.

El sistema de fermentacién en
dos fases tiene como ventajas;

» Presenta alta capacidad para so-
lubilizar grandes cantidades de
sustratos, asi como sus productos
de transformacién.

[ ] ILVI'Ld id IJUE:] m'uud.u {ae qi.u: OCUrTa
la llamada cocristalizacion al en-
contrarse tanto los sustratos ini-
ciales como sus productos finales
disueltos en una fase orgénica.

m Disminuye los efectos téxicos
causados por los producios de ia
biotransfermaci6n al pasar éstos
a la fase organica.

En este tipo de fermentacian se
forman generalmente cinulsiones
que presentan ol rneonveniente de
gue algunas varigbles del proceso no
son faciles de controlar tales comu
¢l pH y el oxigeno disuclto, Asimis-

vy el rlieafey dlin Leae drarrotosbovaae
i, ©p GiAUTHF G s 0y i vadatdiits

puede tener caracteristicns vspecif-
cas, asi como la clase de nnpelenle
a usar que generalmente os del Upo
propeia marina u otro aque g garuntice
una adecuada agitacidn de la emul-
si6n. Por otru lado, hay guetenerex-
tremo cutdado en la seleccian de o
fase orgénica a emplear de modo g
no resulte toxicn al meroorganising
Ademas de los sistemas de Lo
mentacion antex mencionados, 2o
utilizan o1ros gque Leneh cormeo obje
fivo aumentar la solutnhidad de tos
esteroles, dismmnuir ¢l efecto toxico
de los productos sobre las eélulas
microbianas y aumentar of poder
biocatalitivo. lox vuales s¢ pucden
agrupar de manern general en:

Los que emplean polimeros
ertrode lost pk)lllllL Fos nas ulihida
dos se encuentran 1a dextrana, 1o
cual es capar de formar un xisteina
de dos fases acuosas,t las eiclodex-
trinas que acinan como agoenlos
emulsificantes facihtando la suspen
s1on eficiente de las particulns este
roidales* ™ y ol polictilenglicol que
Junto a un salvente polur furima un
medio acuoso baffisien™

CJ

Los que emplean inmoviliza-
cion microbiana. Son mualtiples los
casos en que se uliliza la inmovili-
zacion microbilana para levar e cabo
la biotransformacion de esteroides
Koshcheenko y col “atilizaron cori-
mica para mmovilizar A. globifornts
y transformar la hidrocortisons on
prednisolona, Krysteva y Grigo-
rova™ inmovilizaron covalentemen-
te A. simplex on granulos de celulo-
sa para transformar cortisol on
predninolona. También Flygare ¥
Larsson® emplearon o inmovilizo-
cidon magnética do Mycobacterivm sp.
NRRL B-3G83para producir ADD.

Stemert y col.™ utilizaron aceite
de soya como una fase organica para
llevar a cabo la biotransforimacion
del B-sitosterol a AD y ADD utilizan-
do una cepa de M. fortuitum inm-
vilizada en silicona sOlida y quitosarn,
Por su parte, Flygare y Larsson® es-
tudiaron lambién la biotransforma-
cidn del colesterol a1 AD y ADD utih-
zando la cepa Mycobacterinm sp.
NRRL B-3683 inmovilizada en una
mezcla de polimeros que le permi-
tieron obtener tamanos de esferax
muy pequenas en en el medio para
aumentar In superficie de contactoe
v facilitar ol proceso de tanstormacon.
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Lee y Lau® produjeron ADD a par-
tir de colesterol, utilizande células de
Mycobacterium sp. NRRL B-3683
inmovilizadas en carrageno. Dias y
col?® han empleado polimeros para
inmovilizar células de Mycobuc-
teriaem sp. NRRL B-3805 con el ob-
jctivo de ebtener AD utihizando sol-
ventes organicos inmiscibles en
agua y Falero y colutilizaron
Arthroboacter simplex inmovilizada
cn pepling para transformar AD en
ADD.

Ademas de todas las variantes
antes mencionadas, se conoce el
empleo de un medio liposomal gue
se caracteriza por la formacion de ve-
siculas de fosfolipidos que permiten
la solubilizacién de los compuestos
hidrofobices y facilita el crecimien-
to microbiano; este sistema fue uti-
lizado por Goetschel y col %% para
transformar hidrocortisona en pred-
mselona utllizando Arthrobuacter
simplex y oxidar colesterol a coles-
lenona en presencia de Rhodococous
erythropolis. respectivamente.

Como se aprecia. son multiples
lus sistemas fermentativos que se
emplean con el objetivo de hacer efi-
ctentes los procesos de biotransfor-
macion de esteroides .
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