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ABSTRACT. The obtainment of new raw material for steroidal drugs
is a world problem.. Plant sterols (phytosterols) are potential sources
but has the difficulties of aliphatic side chain elimination . In the oily
fraction obtained in the wax purification of cachaza could be recovered
a mixture of phytosterols which could stands for 10 % (w/v) with
an 80 % of stigmasterol, campcsterol, sitosterol and other minor
sterols. Microbiological conversion of sterols to C19 steroids is a very
actively studied filed and of high economic benefits. In the present
work it is showed the preliminary results of biotransformation of a
cubas mixture of phytosterols with free and alginate entrapped cells .

RESUMEN. La obtenciín de nuevas fuentes de materia prima para la
fabricaciín de fármacos esteroidales es un problema mundial . Los
esteroles de plantas (fitosteroles) son fuentes potenciales, pero existe
la dificultad de la remociín de su cadena lateral alifática. De la frac-
ciín aceite obtenida en la purificaciín de la cera de la cachaza es
posible recuperar una mezcla de fitosteroles que representa el 10
(ply) con un contenido del 80 % de estigmasterol, campcsterol y sitos-
terol. La conversiín microbiana de los esteroles a esteroides C19 es un
campo activamente estudiado y de rendimientos econímicos altos.
En el presente trabajo se muestran los resultados preliminares de la
biotransformaciín de una mezcla cubana de fitosteroles mediante
c°lulas libres e inmovilizadas en alginato de calcio.
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INTRODUCCION

La obtenciín de nuevas fuentes de materias primas para la prepa-
raciín de fármacos esteroidales es un problema mundial"2 .

Las materias primas más utilizadas para la obtenciín de drogas es-
teroidales son la diosgenina y el estigmasterol de origen vegetal y el
colesterol de fuentes animales. Los esteroles de plantas (fitosteroles)
como el sitosterol y el campcsterol son fuentes potenciales, pero su
utilizaciín se ve limitada por la dificultad de remover la cadena lateral
alifática1 .

Durante los Óltimos 16 aúos las posibilidades de utilizaciín de los
fitosteroles presentes en la fracciín aceite de la cera de la caúa de
azÓcar como fuente de materia prima esteroidal, ha sido objeto de
estudio por varios grupos de iúvestigadores 8 '4 . A partir de la purifica-
ciín de la cera contenida en la cachaza es posible obtener una mezcla
de fitosteroles (10 % p/v en la fracciín aceite) con un contenido del
80 % de campcsterol, estigmasterol y sitosterol, segÓn los resultados
obtenidos por los autores .
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䡈a despertado gran inter°s por su potencialidad econímica, la po-
sibilidad de utilizaciín de microorganismos que realicen la transfor-
maciín de esa nueva mezcla de esteroles 3 . La conversiín microbiana de
los esteroles a importantes esteroides C19 es un campo activamente es-
tudiado y que ha llevado al desarrollo de procesos comercialesÑ -' .

La inmovilizaciín celular, es una t°cnica prometedora para la utili-
zaciín de los microorganismos, debido a las ventajas que presenta . Estas
son entre otras, la eficiencia de transformaciín, la economéa del proceso
y la posibilidad de utilizar sustratos insolubles en agua como los fitos-
teroles Ñ' 11 .

En el presente trabajo se muestran los resultados preliminares de la
biotransformaciín de una mezcla de fitosteroles de la cera de la caúa
de azÓcar mediante c°lulas libres e inmovilizadas en alginato de calcio .

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos. Se empleí una cepa de Mycobacterium sp. conser-
vada liofilizada y recuperada en medio YPG (3 g/L extracto de leva-
dura, 5 g/L peptona, 10 g/L glucosa, p䡈 7,2) y mantenida en YPG-agar .

Esteroles . Como sustratos se emplearon el p-sitosterol (crudo, Upjohn
Co.) y una mezcla de fitosteroles obtenida de la cera de la caúa .

Cultivo . Todas las experiencias fueron realizadas empleando una mo-
dificaciín al medio utilizado por Arima y col . 5 con la composiciín por
litro siguiente :
N䡈4NO3 1 g ; K䡈_PO 1 0,25 g; MgSO, µ 7䡈20 0,25 g; FeSO4 µ 7 䡈20 0,001 g ;
extracto de levadura 2 g ; glicerol 5 g . El p䡈 ajustado a 7,2 y la esteri-
lizaciín a 121 ÑC por 15 mmn .

Capacidad de biode gradaciín . Esta cepa fue estudiada empleando
tres variantes :

Adiciín de /3-sitosterol disuelto en Tween 40 (0,01 % (p/v)) sonicado
30 mmn (20 k䡈z) : El esterol se aúadií al medio fresco hasta una con-
centraciín de 1 mg µ mL-1 .

Adiciín de p-sitosterol preparado como el anterior pero aúadido al
cultivo en su fase logarétmica .

Adiciín de la mezcla de fitosteroles disuelta en Tween 40 (0,1 %
(p/v) sonicado 30 mmn (20 k䡈z) y aúadido al cultivo en fase logarétmica .

Cada serie incluyendo una de control sin esteroles, fue cultivada por
triplicado, en erlenmeyers de 250 mL con 60 mL de medio de cultivo,
a 31 ÑC y 200 r/min . El crecimiento se siguií midiendo la turbidez en
fotímetro a 610 nm .

Inmovilizaciín . Las c°lulas fueron inducidas por cultivo durante 48 h
con 0,2 mg mL-1 de R-sitosterol o 0,2 mg µ mL-1 de la mezcla de fi-
tosteroles. Estas c°lulas fueron empleadas como inículos de frascos
Fernbach con 560 mL de medio de cultivo de igual composiciín que
la anterior y cultivadas por 48 h . Las c°lulas fueron colectadas y la-
vadas con soluciín salina fisiolígica y mezcladas con ácido algénico
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al 3 % y p䡈 7,0 . Finalmente, fueron preparadas, las esf°rulas por extru-
siín de esta mezcla sobre Cad 2 0,2 mol/L .

Las esf°rulas fueron divididas en lotes de 12 g (peso hÓmedo) e in-
cubadas en erlenmeyers de 150 mL con 50 mL del medio descrito ante-
riormente, pero sin la adiciín del extracto de levadura .

Los esteroles fueron aúadidos a diferentes concentraciones . La in-
cubaciín siempre se realizí a 31 ÑC y 150 r/min .

Análisis . Cada muestra de caldo de cultivo fue extraéda tres veces
con acetato de etilo (1 :1) durante 30 s cada vez, en agitador de tubos .
Los tres extractos reunidos, despu°s de evaporar el solvente fueron resus-
pendidos en acetato de etilo . Las muestras fueron aplicadas a un cro-
matígrafo de gases 䡈ewlett-Packard 5710 A con detector FID y columna
de vidrio de 1,8 m . 3 mm empacada con SP-2100 a1 :3 % sobre 䡈P-Chrom
80 a 100 mallas . Los componentes de las mezclas de esteroides fueron
separados e identificados segÓn los tiempos deretenciín de los patro-
nes y las tablas cromatográficas 32 .

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado .

RESULTADOS
En las figuras 1 y 2 se muestran los cromatogramas tépicos obte-

nidos para el /3-sitosterol y para la mezcla de fitosteroles respectiva-
mente. El 13-sitost°rol presenta dís compoñenfes mayíres que represen-
tan el 81 % del producto, siendo los mismos el sitosterol y el estigmas-
terol . En la figura 2 correspondiente a la mezcla de fitosteroles se ob-
servan tres componentes mayores : campesterol, estigmasterol y R-sitos-
terol y dos componentes no resueltos completamente con tiempo de
retenciín cercanos al estigmasterol y al /3-sitosterol . Estos componentes
representan un 85 % de la mezcla .

La adiciín de p-sitosterol al cultivo junto con el inículo, produce
una marcada inhibiciín o r°tardo del crecimiento con una fase loga-
rétmica muy lenta (Fig . 3(b)) . La figura 3 (a) muestra la curva de cul-
tivo sin adiciín de esteroles.

De realizarse la adiciín en la fase logarétmica (Fig . 3(c)), se pro-
duce una rápida disminuciín de la actividad del cultivo en comparaciín
con la curva normal .

Si el esterol que se adiciona es la mezcla de fitosteroles, en la fase
logarétmica, se produce tambi°n una gran p°rdida de vitalidad en el
cultivo como muestra la figura 3(d) .

A1 observar la relaciín entre la transformaciín de los esteroles y la
forma de adiciín al cultivo se constatí qne :

Si se aúade R-sitosterol junto con el inículo se alcanza un 7,4 % de
androstadiendiona (ADD) entre las 48 y las 72 h . Esta desaparece a
las 96 h de cultivo con el 100 % de consumo del esteroide (Figura 3(b)
y4) alas168h .
. . ,La adiciín del . ,8-sitosterol en fase logarétmica (39 h) produce un
33,5 % de acumulaciín de ADD a lasµ1 68 h, con un 68%' dee utilizaciín
del esterol (Figura 3(c) y--5) .-
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Fig. 1. Cromatograma tépico del $-sitosterol en OV-17 3 %IGas Chrom
Q 1,62 m µ 2 mm N2 : 25 mL/min 290 t µ 2 mm/2 ÑC µ min/305
2 min . my inyecciín; AD área desechada; t,, tiempo de retenciín

•iQ
Fig. 2. Crímatograma tépico de la mezcla de •itosteroles en OVµ17 3 %/Gas Chrom
Q 1,62 m µ 2 mm N2 : 25 mL/min 290 ÑC µ 2 min/2 ÑC µ min/305 C µ 2 min . my

inyecciín; AD área desechada ; t, tiempo de retenciín
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Fig. 3 . Relaciín entre el crecimiento microbiano, el esterol y los productos de
transformaciín . (a) control sin esterol (b) y (c) adiciín de ;g-sitosterol (flecha) (d)
mezcla de fitosteroles. Cultivo liquido, 31 µC , 2 000 r/min . Er esteroides residuales
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Fig. 4. Cromatograma de los extractos de cultivo con R-sitosterol a 4$ h de la
adiciín. Cultivo en medio léquido 31 µC , 200 r/min . Cromatograféa en Gas Chrom
Q 1,62 m µ 2 mm N2 : 25 mL/min 290 'C µ 2 min/2 µC µ min/305 ÑC µ 2 min . my

inyecciín; AD área desechada; 4 tiempo de retenciín
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Fig. 5. Cromatogratna de los extractoss de cultivo con $-sitosterol a 120 h de la . .
adiciín . Cultivo en medio léquido;- 31 ÑC, 200 r/min . Cromatograféa en Gas Chrom
O 1,62 m µ 2 mm N2 : 25 mL/min 290 ÑC µ 2 min/2 ÑC . min/305 ÑC µ 2 min . my

inyecciín ; AD área desechada ; t,, tiempo de retenciín

Fig . 6. Cromatograma de los extractos de cultivo con mezcla de fitosteroles a 120 h
de la adiciín. Cultivo en medio léquido, .31 ÑC, 200 r/min . Cromatograféa en Gas
Chrom O 1,62. µ 2 mm N2 : 25 mL/min. 290 t µ 2 min/2 ÑC . .min/305 t µ 2 .min2

my inyecciín ; . AD área desechada ; tr tiempo dee retenciín
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De la mezcla de fitosteroles se alcanza un 3 % de testosterona y un
9 % de ADD a las 168 h con un 36 % de consumo de la mezcla, si °sta
se adiciona en la fase logarétmica del cultivo (Figuras 3 (d) y 6) .

Se estudií la biotransformaciín de los esteroles empleando c°lulas
inmovilizadas en alginato de calcio . No se logrí transformaciín a nin-
guna de las concentraciones estudiadas (desde 0,25 hasta 2 mg µ mL`1)

incubando 48 h . Las c°lulas libres cultivadas como control produjeron
en 24 h, 2,7 % de testosterona y 0,2 % de androstendiona (AD) .

En otra serie experimental se emplearon como solventes de la mez-
cla de fitosteroles : etanol al 4 %, dimetilsulfíxido al 0,5 % o Tween
40 al 0,1 % sonicado . Las c°lulas libres produjeran un 5,6 % de trans-
formaciín a las 48 h; las inmovilizadas con el esterol disuelto en etanol
no produjeron transformaciín. Con el esterol disuelto en dimetilsulfíxi-
do o en Tween 40 lo transformaron hasta un 3,8 % en cada caso .

DISCUSION
En la figura 2 se puede observar que las condiciones empleadas para

desarrollar la cromatograféa permiten la separaciín de los componen-
tes de la mezcla de fitosteroles, identificándose los componentes princi-
pales. Si se compara la composiciín de la mezcla con el /3-sitosterol se
ve que tienen aproximadamente la misma composiciín de productos
esteroidales .

La adiciín del esterol al cultivo producirá diferentes efectos en
dependencia de la edad fisiolígica del cultivo que se aúada . Sin embar-
go, en todos los casos influye sobre el crecimiento . Estos resultados
surgieren una acciín tíxica de los esteroides sobre el metabolismo de
la bacteria, considerándose la transformaciín como un proceso de des-
toxificaciín .

La propia transformaciín de los esteroles se halla afectada tambi°n
por la °poca de adiciín de los mismos al cultivos . De realizarse °sta en
la fase logarétmica, se produce una mayor eficiencia en la transforma-
ciín. Se puede considerar que esto se debe a que los sistemas de oxido-
reductasas se hallan en su máxima capacidad y el "pool" de NAD䡈
puede ser empleado en la degradaciín de los esteroles, como fue suge-
rido por Sedlaczeck y col?3 .

Las diferencias entre la acciín con p-sitosterol y la mezcla de fitos-
teroles se considera que se deben a la acciín inhibidora de alguno de los
componentes de la mezcla o alguno de sus metabolitos . Esto debe ser
estudiado más profundamente .

Los resultados preliminares obtenidos con c°lulas inmovilizadas,
muestran la factibilidad de la transformaciín con este sistema, ya que
se obtuvieron resultados comparables con los obtenidos con c°lulas
libres. Tambi°n es evidente la influencia del solvente sobre la capacidad
transformadora de dicho sistema . Tanto la aplicaciín de la sonicaciín
como el empleo del dimentilsulfíxida lograron suspensiones más finas
del esterol, pudiendo ser °sta la razín que contribuyí a su transforma-
ciín por las c°lulas .
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CONCLUSIONES

La adiciín del esterol al cultivo bacteriano produjo diferentes efec-
tos, en dependencia de la edad fisiolígica a la que se aúadií .

Las diferencias entre la acciín con /3-sitosterol y la mezcla de fitos-
teroles se deben a la acciín inhibidora de alguno de los componentes de
la mezcla de alguno de sus metabolites .

Con c°lulas inmovilizadas es posible la transformaciín de fitoste-
roles .

El solvente tiene efecto sobre la transformaciín de la mezcla de
fitosteroles, siendo el Tween 40 con sonicaciín y el dimetilsulfíxido
los mejores solventes a emplear .
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