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INTRODUCCION

LA INDUSTRIA DE ESTEROIDES FUE DURANTE LOS PASADOS AROS, UNA DE
LAS MAS IMPORTANTES DENTRO DE LA INDUSTRIA QUiMICO-FARMACEUTICA
YA QUE SU PRODUCCION DE ESTEROIDES HIZO POSIBLE REALIZAR EXPOR-
TACIONES CON UN RESULTADO POSITIVO EN LA BALANZA DE COMERCIO EX
TERIOR,  DESAFORTUNADAMENTE SURGIERON PROBLEMAS EN 1975, QuE -
HICIERON CAER EN FORMA VERTICAL ESAS EXPORTACIONES Y MEXICO DE-
J6 DE SER EL PRINCIPAL PROVEEDOR DE HORMONAS ESTEROIDES AL MER-
CADO INTERNACIONAL.  ESTA CIRCUNSTANCIA PROPICI6 EL DESARROLLO
DE NUEVAS TECNOLOGIAS EN EL EXTRANJERO, QUE LOGRARON SINTESIS -
COMPETITIVAS,

EN LA ACTUALIDAD LA INDUSTRIA NACIONAL ESTA TRABAJANDO POR DEBA -
JO DE SU CAPACIDAD INSTALADA, SIN EMBARGO, EL DESARROLLO DE NUE
VAS TECNOLOGIAS A PARTIR DE PRODUCTOS NATURALES Y SUS DERIVADOS
SEMI-SINTETICOS EN LA OBTENCION DE ESTEROIDES, HA DADO RESULTA-
DOS FAVORABLES,

LAS INVESTIGACIONES A PARTIR DE METODOS BIOLOGICOS HAN DADO MEJQ
RES RESULTADOS RESPECTO A METODOS QUIMICOS, POR LAS VENTAJAS --
QUE PRESENTA EN'EL USO DE FERMENTACIONES CON MICROORGANISMOS,
ESToS POR TRADICION FUERON PROBADOS PARA TRANSFORMAR DIVERSOS -
ALIMENTOS Y BEBIDAS, LO QUE DI ORIGEN A UNA INVESTIGACION SIS-
TEMATICA Y PERMANENTE DONDE UNO DE LOS PRIMEROS RESULTADOS FUE
LA OBTENCION DE ANTIBIOTICOS.

EL PRESENTE TRABAJO TIENE COMO ENTE BIOLOGICO A LOS HONGOS LLA-



MADOS "MOHOS" QUE SON ORGANISMOS QUE TIENEN UN SISTEMA ENZIMA-
TICO CAPAZ DE TRANSFORMAR EL NUCLEO BASICO DE LOS ESTEROIDES,
OBTENIENDO UN COMPUESTO FISIOLOGICAMENTE ACTIVO PARA UTILIZAR-
SE EN EL TRATAMIENTO DE ALGUNAS ENFERMEDADES DEL ORGANISMO Hu-
mano, (12)

Los OBJETIVOS DE ESTA INVESTIGACION SON:

A)  POR UN METODO MICROBIOLOGICO OBTENER UN COMPUESTO ESTEROL
DE ("HIDROCORTISONA") FI1SIOLOGICAMENTE ACTIVO,

B) A TRAVES DE UN MICROORGANISMO LLAMADO CURVULARIA LUNATA,
DESARROLLAR UNA TECNOLOGIA PROPIA A NIVEL PRIMARIO EN LA PRQ
DUCCION DE UN ESTEROIDE ("HIDROCORTISONA") PARA SATISFA--
CER LAS NECESIDADES DE LA INDUSTRIA FARMACEUTICA NACIONAL.
(32)



I. ESTEROIDES,
1,1  GENERALIDADES.

LA PALABRA "ESTEROL" QUE PROVIENE DEL GRIEGO "ESTEREOS" (SOLL
DO) EN UN PRINCIPIO FUE APLICADA A ALCOHOLES OBTENIDOS DE LA -
FRACCION INSAPONIFICABLE DE LOS EXTRACTOS LIPIDOS DE LOS TEJI-
DOS.,

TIEMPO DESPUES SE CAMBLA ESTA Y SE UTILIZA LA PALABRA "ESTEROL
DE" PARA NOMBRAR A UN GRUPO DE MOLECULAS ORGANICAS DE IMPOR--
TANCIA BIOLOGICA, QUE POSEEN UNA ESTRUCTURA FUNDAMENTAL DEL Ti
PO DE LOS ESTEROLES Y QUE INCLUYE UNA GRAN VARIEDAD DE COM- -
PUESTOS DE ORIGEN NATURAL COMO SON: LOS ESTEROLES, LOS ACIDOS
BILIARES, LAS HORMONAS SEXUALES, LAS SAPOGENINAS, ALGUNOS ALCA
LOIDES, LOS GLUCOSIDOS CARDIOTIONICOS Y LAS HORMONAS ADRENOCOR
TICALES QUE SON DE INTERES EN EL PRESENTE TRABAJO.

EL DESARROLLO DE LA QUIMICA DE LOS ESTEROIDES SE HA DIVIDIDO -
EN 4 PERIODOS QUE SON:

1 Antieuo,  Hasta 1900,
I ClAstco, 1900-1932. CuANDO SE ESTABLECIO LA ES< -
TRUCTURA FUNDAMENTAL DEL NOCLEO ESTEROI--
DAL.
111 ¥oberno. 1932-1947. EPOCA EN QUE SE DILUCIDO LA -
QUIMICA BASICA DE LOS ESTEROIDES DE ORI--



GEN NATURAL.

IV, (oNTEMPORANEO, DE 1947 A LA FECHA,  LAPSO EN -
QUE GRAN PARTE DE LA INVESTIGACION HA SIDO
PARA LA SINTESIS DE "CORTISONA", "HIDROCOR
TISONA" Y CORTICOIDES SIMILARES,

ESTE OLTIMO PER{ODO SE DEFINIO POR'LA GRAN DEMANDA EN LA TERAPEUTL
CA DE LAS HORMONAS "CORTISONA”, "HIDROCORTISONA" Y CORTICOIDES
RELACIONADOS., LA SINTESIS PARCIAL Y TOTAL DE ESTAS HORMONAS
PROPICIO UNA SERIE DE RESULTADOS IMPORTANTES COMO SON METODOS,
REACCIONES Y REACTIVOS NUEVOS, (4)
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1.1.1, ESTRUCTURA Y NOMENCLATURA BASICA,

Los ESTEROIDES POSEEN UN NOCLEO BASICO, CICLOPENTANO PERHIDRO-
FENANTRENO, Y SU ESTRUCTURA NO ES REPRESENTADA CON LOS ATOMOS
DE CARBONO E HIDROGENO (F16, 1), EL NOCLEO ESTEROIDAL SE RE
PRESENTA EN FORMA DE UN ANILLO HEXAGONAL POR CADA 6 CARBONOS
UNIDOS, Y UN ANILLO PENTAGONAL POR CADA 5 CARBONOS UNIDOS, --
LoS HIDROGENOS SE OMITEN EN LA ESTRUCTURA DEJANDO IMPLICITO --
QUE CADA CARBONO COMPLETA SUS 4 VALENCIAS CON HIDROGENOS., -
(F16, 1),

EN EL NOCLEO ESTEROIDAL EXISTEN 3 TIPOS DE CARBONO CON BASE -
AL NOMERO DE HIDROGENOS UNIDOS A CADA CARBONO.,  EL CARBONO SE
CUNDARIO TIENE 2 CARBONOS ADYACENTES Y Z HIDROGENOS. EL CAR-
BONO TERCIARIO ESTA UNIDO A 3 CARBONOS, ES COMON A 2 ANILLOS
DEL NOCLEO ESTEROIDAL Y TIENE 1 HIDROGENO.  Los cArBonos 10
v 13 DEL ANILLO ESTEROIDAL ESTAN UNIDOS A 4 CARBONOS LLAMANDO-
SE CARBONOS CUATERNARIOS. LA NUMERACION DE LOS CARBONOS EN -
EL NOCLEO DEL ESTEROIDE ES CON NUMEROS ARABIGOS Y LOS ANILLOS

SON DESIGNADOS CON LETRAS ‘A, B, C v D DE IZQUIERDA A DE-
RECHA RESPECTIVAMENTE, POR DONDE EMPIEZA LA NUMERACION (F16.1),

EL NUCLEO BASICO ES DE 17 CARBONOS, Y LOS CARBONOS 18 ¥ 19 e
TAN LOCALIZADOS ENTRE LOS ANILLOS C:D v A:B RESPECTIVAMEN-
TE.

EL NOCLEO ESTEROIDAL NO ES PLANO COMO SE REPRESENTA EN EL PA--
PEL; SU ESIEREOQUIMICA PRESENTA UNA CONFORMACION EN DIVERSOS



NUCLEO ESTEROIDAL VISTO EN PERSPECTIVA

FIGURA 2



PLaNos  (F16, 2),

Los antLros A, B, C v D SON CAPACES DE EXISTIR EN FORMA
DE BOTE O DE SILLA Y ESTA PREDOMINA.EN LA CONFORMACION DEL ES
TEROIDE (18). o

LAS HORMONAS DEL TIPO DE LOS ESTEROIDES TIENEN UNION TRANS EN
TRE Los ANILLos B:C v C:D v estAn EN FORMA DE sILLA (LA
DEFINICION DE UNION TRANS ES QUE LOS SUSTITUYENTES ESTAN - --
ORIENTADOS HACIA POSICIONES OPUESTAS EN EL PLANO DE REFEREN--
CIA Y PARA ORIENTACION CIS ES QUE ESTOS SUSTITUYENTES ESTAN
HACIA EL MISMO LADO DEL PLANO DE REFERENCIA),

EL ANILLO A CUANDO ES AROMATICO TIENE FORMA DE CUASI-BOTE -
YA QUE EL DOBLE ENLACE EN EL CARBONO U INCREMENTA SU PLANA-
RIDAD,  ESTAS DIFERENCIAS EN LA CONFORMACION DEL ESTEROIDE -
TIENEN GRAN INFLUENCIA EN SUS PROPIEDADES BIoLbgIcAs (26),



1.2, CORTICOIDES,
1.2.1,  CLASIFICACION,

EL GRUPO DE LOS ESTEROIDES ADRENOCORTICALES 0 CORTICOIDES SE
DIVIDE PARA SU ESTUDIO EN 2 GRUPOS PRINCIPALES:

1) LoS GLUCOCORTICOIDES QUE POSEEN UN GRUPD FUNCIONAL CON UN
ATOMO DE OXIGENO EN CARBONO 11 (11 OXICORTICOIDES) DE SU =
NOCLEO BASICO, TIENEN ACCIONES SOBRE EL METABOLISMO DE CARBO-
HIDRATOS.Y ANTIINFLAMATORIA Y ANTIREUMATICA EN TEJIDOS Y HUE--
SOS EN EL ORGANISMO HUMANO,

2) LoS MINERALOCORTICOIDES, CON ACCION PREPONDERANTE SOBRE -
LOS ELECTROLITOS Y EL AGUA EN LAS CELULAS DE LOS TEJIDOS DEL
ORGAN T SHO, '
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1,2.2, Los GLUCOCORTICOIDES.

EN LA CORTEZA SUPRARRENAL DEL ORGANISMO HUMANO SE ENCUENTRAN -
LOS SIGUIENTES CORTICOIDES QUE POSEEN UNA ACCION REGULADORA SQ
BRE EL METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS Y UNA ACCION ANTIINFLAMATQ
RIA Y ANTIREUMATICA:

A) CORTICOSTERONA
B) CORTISONA 0 17-HIDROX1-11-DEHIDROCORTICOSTERONA

¢) HiprocorT1soNA 0 CorTiSOL (HIDROCORTISONA) 0 17-HIDROXI--
CORTICOSTERONA, QUE ES MUY EMPLEADA EN LA TERAPEUTICA SO--
BRE PADECIMIENTOS DEL HOMBRE Y QUE ES MOTIVO DE PERMANENTE
ESTUDIO PARA SU MEJOR OBTENCION Y APLICACION.
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1.2.3.  ESTRUCTURA

Los CORTICOIDES SON UN GRU#O DE ESTEROIDES CON 21 CARBONOS Y
SE CARACTERIZAN FOR LO SIGUIENTE:

1.-UN DOBLE ENLACE EN CARBONO 4 Y UN GRUPO OXO EN CARBONO 3
(SE NOMBRAN GENERICAMENTE coMo H4-EN-3-ONA),

2.-UNA CADENA LATERAL EN CARBONO 17,

3,-UN GRUPO HIDROXILO EN CARBONO 21, CON UN GRUPO OXO EN CAR-
sono 20,

4,-UN GRUPO FUNCIONAL HIDROXILO U OXO; ALGUNO DE LOS CUALES
PUEDE 0 NO ESTAR EN CARBONO ll:

1.2.4, BIoSINTESIS EN EL ORGANISMO HUMANO,

TODAS LAS HORMONAS ADRENOCORTICALES O CORTICOIDES SE SINTETI-
ZAN EN LA CELULA A PARTIR DE COLESTEROL (F16. 3), PARA LA
FORMACION DE "HIDROCORTISONA" INTERVIENEN LAS ENZIMAS 11, 17
v 21 HIDROXILASAS RESPECTIVAMENTE, ASt COMO TAMBIEN LA PRESEN
CIA DE DINUCLEGTIDO DE NICOTINAMIDA Y ADENINA (MADP) NECESA--
RIO PARA QUE SE EFECTOE LA BIOSINTESIS DE ESTE COMPUESTO Y --

OTROS AFINES EN LAS CELULAS.
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1,2,5, AcCCION ANTIINFLAMATORIA Y ANTIREUMATICA,

EN EL HOMBRE LOS GLUCOCORTICOIDES CONSTITUYEN LOS FARMACOS AN-
TIINFLAMATORIOS POR EXCELENCIA, ESTOS SON LOS MAS POTENTES -
YA QUE TIENEN LA PROPIEDAD DE INHIBIR TODO TIPO DE INFLAMACION
YA SEA DESEABLE 0 OTIL (MECANISMO DE DEFENSA), O INDESEABLES
0 INOTILES (QUE PRODUCE DASIOS), A CAUSA DE AGENTES INFECCIO-
80S, IRRITANTES Y AGRESIVOS.

Los CORTICOIDES INHIBEN LA FORMACION DE LOS FIBROBLASTOS, EL
TEJIDO DE GRANULACION Y EL DEPOSITO DE SUSTANCIA FUNDAMENTAL
(6 GEL) DEL TEJIDO CONECTIVO, CON PRESERVACION DEL TEJIDO EPI-
TELIAL Y DEL ENDOTELIO CAPILAR, ES EL CASO DE "HIDROCORTISO-
NA", EL GLUCOCORTICOIDE MAS ACTIVO DE ESTOS COMPUESTOS YA QUE
SUPRIME LA INFLAMACION DE LOS TEJIDOS, ACTUANDO EN LOS FIBRO--
BLASTOS, QUE SON IMPORTANTES CELULAS DE ATAQUE. LA "HIDROCOR
TISONA” EN DOSIS FISIOLOGICAS ORIGINA CAMBIOS MORFOLOGICOS EN
LOS FIBROBLASTOS EN VIVO, ‘

EN RESUMEN, LA "HIDROCORTISONA" Y LOS DEMAS CORTICOIDES, INHL
BEN LA FORMACION DEL COLAGENO Y MUCOPOLISACARIDOS EN LOS FIBRQ
BLASTOS Y SU PROLIFERACION EN LOS TEJIDOS,

LA ACCION ANTIINFLAMATORIA DE LOS CORTICOIDES SE OBSERVA DE MA
NERA SOBRESALIENTE EN LOS i’ROCESOS REUMATICOS INFLAMATORIOS CQ
MO SON LA ARTRITIS REUMATOIDEA Y LA FIEBRE REUMATICA AGUDA,

HENCH Y COLABORADORES (24) DEMOSTRARON QUE EN LA TERAPIA CON
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CORTICOIDES EN ARTRITIS REUMATOIDEA, EL DOLOR ARTICULAR DES-
APARECE RAPIDAMENTE Y LUEGO LA TUMEFACCIGN, RUBOR Y COLOR QUE
SON SIGNOS INFLAMATORI0S ARTICULARES.  SE OBSERVO TAMBIEN --
QUE LA LIMITACION DE MOVIMIENTOS Y LA ERITROSEDIMENTACION DIS
MINUYE A LO NORMAL.

EN LA FIEBRE REUMATICA LOS CORTICOIDES SUPRIMEN LAS INFLAMA--
CIONES TAMBIEN EN LOS TEJIDOS, LA ACCION DE ESTA CLASE DE
COMPUESTOS NO VA DIRIGIDA AL ORIGEN DE LA ENFERMEDAD O DOLEN-
CIA, SIND A SUS SINTOMAS O MANIFESTACIONES EXTERNAS QUE SON
SUPRIMIDAS, POR LO QUE AL SUSPENDERSE EL TRATAMIENTO CON ES-
TE TIPO DE MEDICAMENTOS LA ENFERMEDAD CON SUS SINTOMAS VUEL--
VEN GENERALMENTE A PRESENTARSE DEBIDO A QUE NO FUE ERRADICADA
DEL T0DO.

ESTOS CORTICOIDES DEMOSTRARON SU EFICACIA AL SUPRIMIR INFLA-
MACIONES AGUDAS Y CRONICAS EN ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
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1,2.6, MEeTABOLISMO Y ACTIVIDAD.

AL ADMINISTRARSE “HIDROCORTISONA” (0 ALGUN OTRO CORTICOIDE)
SE ABSORBE Y PASA A LA SANGRE, DONDE CIRCULA COMBINADO CON
PROTEINAS DEL TIPO DE LAS GLOBULINAS.

LA "HIDROCORTISONA", SE COMBINA CON UNA GLOBULINA ("TRANSCOR-
TINA" O GLOBULINA DE ENLACE DE CORTICOIDES) QUE LE SIRVE DE
TRANSPORTE EN LA SANGRE.

CUANDO DICHA GLOBULINA SE SATURA (20-30 MG DE CORTICOIDE POR
100 M6 DE GLOBULINA; LO NORMAL Es 10-20 Mg por 100 Mg ), -
EL EXCESO DE CORTICOIDE SE UNE A LA ALBOMINA DEL PLASMA.

Los CORTICOIDES TRANSPORTADOS SE LIBERAN EN LOS TEJIDOS Y LUE
GO SON METABOLIZADOS SOBRE TODO EN EL Hi{GADO,

UNo DE LOS EFECTOS DE LOS CORTICOIDES ES UN INCREMENTO EN LA
GLUCONEOGENESIS, POR AUMENTO EN LA ACTIVIDAD DE VIAS ENZIMAS
AMINO TRANSFERASAS ("TRANSAMINASAS" : FOSFO-ENOL-P IRUVATO-KL
NASA, FRUCTOSA -1.6-DIFOSFATASA Y GLUCOSA-G-FOSFATASA)  INVQ
LUCRABAS EN LA TRANSFORMACION DE AMINOACIDOS, A SUS CORRES--
PONDIENTES OXOACIDOS.

LA "HIDROCORTISONA” TIENE 2 CONDICIONES PARA INTERACTUAR CON
LA MACROMOLECULA PROTEJCA (TRANSCORTINA) QUE SON:

1) EL GRUPO REACTIVO HIDROXILO QUE POSEE LA "HIDROCORTI-
SONA" |
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2) LA DISTRIBUCION ESPACIAL DE ESTOS GRUPOS EN LA "HI
DROCORTISONA",

LA INTERACCION ES CONFORME LA REGLA DE LA POLARIDAD" EN --
DONDE UN INCREMENTO EN EL NOMERO DE SUSTITUYENTES POLARES EN
EL ESTEROIDE DISMINUYE EL ENLACE CON LA PROTENA.

ESTA INTERACCION ES OBVIAMENTE DE TIPO HIDROFILICO. LA DIS
TRIBUCION ESPACIAL DE LOS SUSTITUYENTES INFLUYE EN EL ENLACE,
PERO NO EN LA MISMA EXTENSION PARA CADA TIPO DE ENLACE (24),

EL SIGNIFICADO FUNCIONAL DE LA HIDROXILACION ESTEROIDAL PERMA
NECE SIN DEFINIR, PERO CON LA POSIBILIDAD DE QUE EL HIDROXILO
DEL ESTEROIDE EN EL METABOLISMO DEL HIGADO, PUEDE ESTAR INTI-
MAMENTE RELACIONADO CON LOS SISTEMAS ENZIMATICOS MICROSOMALES
INDUCIBLES DE LAS CELULAS, QUE ESTAN ESTRECHAMENTE RELACIONA-
DOS CON EL METABOLISMO QUE ACTUA SOBRE COMPUESTOS O FARMACOS

EXTRARDS, AJENOS A LAS VIAS METABOLICAS DEL ORGANISMO HUMANO.
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2, EL MICROORGANISMO,

2,1, LOS MICROORGANISMOS Y SU UTILIZACION EN LA TRANSFORMA--
CION DE ESTEROIDES. '

LA INFORMACION SOBRE LAS DIFERENTES HIDROXILACIONES EN ESTE--
ROIDES TANTO DE TEJIDO ANIMAL COMO DE MICROORGANISMOS, APUN--
TA LAS TRANSFORMACIONES DE COMPUESTOS ESTEROIDES COMO SON LA
118 , 17 v 21 HIDROXILACIONES DE LA CORTEZA SUPRARRENAL,
LA CUAL CORRESPONDE A LA BIOSINTESIS DE CORTICOIDES.

LA HIDROXILACION DE ESTEROIDES POR MICROORGANISMOS ES TAN AM-
PLIA QUE INCLUYE TODAS 0 CASI TODAS LAS POSIBLES POSICIONES -
PARA HIDROXILAR EN EL NUCLEO ESTEROIDAL, DONDE LOS SISTEMAS -
ENZIMATICOS MICROBIANOS SON CAPACES DE INTRODUCIR EL GRUPO HI
DROXILO EN MOLECULAS ESTEROIDES DE 21 ATOMOS DE CARBONO Y HAS
TA DE 23 ATOMOS DE CARBONO EN DIFERENTES POSICIONES DEL N(- -
CLEO ESTEROIDAL Y SU CADENA LATERAL: lec, 1p , 28 , Bec,
Joc , 78 ;9 , 100 , llee , 1l@ , 12o¢, 12p , llee,
15ec, 158 , 16e¢, 16@ , 17ac, 18, 19, 21 ‘v PROBABLE EN
e, v 8P . (EL s16NO ¢ INDICA QUE LOS HIDROGENOS O -
SUSTITUYENTES SE ENCUENTRAN HACIA ARRIBA Y HACIA ABAJO DEL --
ANILLO Y SE LLAMAN "AXIALES".  EL SIGNO @ INDICA QUE LOS
© HIDROGENOS O SUSTITUYENTES SE ENCUENTRAN HACIA LOS LADOS Y SE
LLAMAN "ECUATORIALES"), |
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2.2 CLASIFICACION,

EL ORDEN DE HYPOMYCETALES COMPRENDE TODOS LOS HONGOS IMPER
FECTOS FORMADOS POR CONIDIGFOROS CORTOS IRREGULARES QUE SE --
PRODUCEN EN CUALQUIER PARTE DEL MICELIO.

2.2.1, CARACTERISTICAS DEL GENERO CURVULARIA,

EL MOHO CURVULARIA ESTA FORMADO POR ESPORAS DISPUESTAS DE
MANERA SEMEJANTE, CON VARIOS SEPTOS VERDADEROS GENERALMENTE
CURVADOS Y CON LAS CELULAS CENTRALES ENGROSADAS.  PERTENECE

A LA FAMILIA DE LOS DEMAT[ACEAE.
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2,2.2, CURVULARIA BOEDJIN (EL NOMBRE SE REFIERE A LA FOR-

[
N

MA DE MEDIA LUNA DE LAS ESPORAS) .

TANTO EL MICELIO COMO LAS ESPORAS DEL MOHO SON DE COLOR CAFE
OSCURO; LAS ESPORAS ESTAN EN ESPOROFOROS SEPTADOS, MAS O ME-
NOS ERECTOS EN EL APICE DEL ESPOROFORO, LA ESPORA SE DESA--
RROLLA DEBAJO DEL ESPOROFORO, LA CUAL CONTINUA Y FORMA DES--
PUES OTRA ESPORA TERMINAL. EL PROCESO SE REPITE HASTA FOR-=-
MAR UN RACIMO DONDE SIEMPRE EL ESPOROFORO, DEL CUAL PROCEDEN
LAS ESPORAS, APARECE EN FORMA MODULAR O RETORCIDO EN LA bARTE
PORTADORA DEL MISMO.  LAS ESPORAS TIENEN TRES O CUATRO SEP--
TOS TRANSVERSALES Y ESTAN EN SU MAYOR PARTE CURVADAS HACIA EL -
TERCER SEPTO DE LA BASE, EL CUAL ES MAS ANCHO Y OSCURO QUE --
LOS OTROS.

&

CURVULARIA LUNATA (WAKKER); BOEDJIN (DEL LATIN LUNATUS=SE-
MEJANZA A LA LUNA CRECIENTE),

C. LUNATA ESTA FORMADA POR ESPOROFOROS CORTOS DE APROX IMADA-
MENTE 1004_ DE LONGITUD ¥ 2-H4 DE DIAMETRO.  SON SEPTADOS
CON ESPORAS DE 3-4 SEPTOS CURVADOS, DE 20-30 POR 8-164 . EN
. SU MAYORIA,

EL MOHO UTILIZADG ES DESIGNADO (CLT-123) COMO UNA CEPA PAR-
TICULAR DE LA C. LUNATA, QUE SE CARACTERIZA POR 'SU ALTA ACTI
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VIDAD HIDROXILANTE,

2.3, UTILIZACION DE C. LUNATA PARA LA HIDROXILACION DEL ESTE-

ROIDE,

La 110 -HIDROXILACION ES UNA REACCION MUY IMPORTANTE QUE --
PUEDE SINTETIZAR A HIDROCORT ISONA O SUS PRECURSORES EN UN $0-
LO PASO CON ALGON MOHO A PARTIR DE SUS CORRESPONDIENTES - -
11-DESOXI-ESTEROIDES QUE SON OBTENIDOS DE DIOSGENINA.

C. LUNATA EN SU BIOSINTESIS TIENE LA CAPACIDAD DE HIDROXILA--
CI6N 118 EN COMPUESTOS ESTEROIDES. POR EJEMPLO (. LUNATA
© CON "COMPUESTO S DE. REICHSTEIN" DA’ LUGAR.A HIDROCORTISONA --
CON REGULARES RENDIMIENTOS,

2.3.1, CONDICIONES Y CARACTERISTICAS EN LA UTILIZACION DE
C. LUNATA PARA LA HIDROXILACION DEL ESTEROIDE.

C. LUNATA POSEE LA CAPACIDAD DE HIDROXILAR TANTO EN POSICION
1le¢ coMo 14 ec , POR TANTO LA ESTRUCTURA DEL NOCLEO ESTE-
ROIDAL DEBE TENER ALGON GRUPO FUNCIONAL VOLUMINOSO (POR EJEM
PLO EL "ESTER") DEL LADO o& A LA POSICION CERCANA AL CARBONO
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14 DEL ESTEROIDE, PARA QUE SU SISTEMA ENZIMATICO SOLO PUEDA
HIDROXILAR EN POSICION 11§ Y FAVOREZCA MAS EL RENDIMIENTO
DE LA TRANSFORMACION PARA OBTENER HIDROCORTISONA,  POR EJEM -
PLO, CON 17o4 -ACETATO, DONDE EL RENDIMIENTO DE TRANSFORMA=-
CION EN POSICION 118 DE LA MOLECULA ESTEROIDE SERA EXCELEN-
TE UTILIZANDO (. LUNATA PORQUE EL 17-ACETATO. BLOQUEA LA -
POSICION 14, QUE ES SUSCEPTIBLE DE SER HIDROXILADA,

OTRA CONDICION IMPORTANTE ES EL PH, LA 14e¢ ~HIDROXILA==’
CION ES POSIBLE CON (. LUNATA, PERO ES SUPRIMIDA CASI POR
COMPLETO CUANDO EL PH DURANTE LA TRANSFORMACION ESTA ABAJO -
DE 6.5 Y TAMBIEN EVITA UNA TRANSACILACION INTERNA DEL llec
-ESTER AL 21 ESTER DEL ESTEROIDE.  DEPUES DE LA TRANSFORMA
CION, EL ACETATO PUEDE SER CONVERTIDO A SU ALCOHOL RESPECTL
VO POR UNA HIDROLISIS QUIMICA.

PARA PODER REALIZAR ESTAS TRANSFORMACIONES, PRIMERO ES NECE-
SARIO OBTENER UN CRECIMIENTO SUFICIENTE DEL MICROORGANISMO: -
DE LA ESPECIE (. LUNATA' EN UN MEDIO DE CULTIVO IDONEO, QUE
CONTENGA POR LO MENOS UNA FUENTE DE CARBONO (ALMIDON, DEX~-
TRINA, MELASA, AZOCAR DE CARA, GLUCOSA, ETC.), PROTEINAS CO-
MO FUENTE DE NITROGENO (CASEINA, EXTRACTO DE HIGADO,. AGUA

DE COCIMIENTO DE MA!Z, HARINA DE SOYA HIDROLIZADA, bEbTonm

ETC.) © UNA FUENTE DE NITROGENO INORGANICA (SULFATO DE AMQ
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NIO, NITRATO, ETC.); SALES MINERALES Y FACTORES DE CRECI--
MIENTO (POR EJEMPLO, VITAMINAS DEL GRUPO B). LA FASE --
DEL CRECIMIENTO SE LLEVA A CABO PREFERENTEMENTE BAJO EL - -
AGUA CON AGITACION, AEREACION, TEMPERATURA Y PH OPTIMOS -
(TEMPERATURA 24-30C v PH 5.5-7.0) PARA (. LUNATA SELEC-
CIONADA.,

EL MICELIO DE C. LUNATA QUE SE OBTIENE, SE FILTRA, SE LAVA
Y PUEDE UTILIZARSE O ALMACENARSE EN CONGELACION SIN SUFRIR
ALTERACIONES PARA SU POSTERIOR USO. TAMBIEN SE PUEDEN Al§
LAR LAS ENZIMAS DELMICELIO DE C. LUNATA Y UTILIZARSE EN LU--
GAR DEL MICELIO.

CUANDO EL MOHO ALCANZA UN DESARROLLO FISIOLOGICO ADECUADO,
EL ESTEROIDE A HIDROXILAR SE PUEDE AGREGAR EN DIVERSAS FOR-
MAS (CRISTALINA, EN SOLUCION, EN AGUA, METANOL, DIME--
TIL FORMAMIDA, EN GLICOL O EN UN AGENTE DE DISPERSION 0 ==
EMULSIFICANTE coMo Tween 80),

LA HIDROXILACION DEL ESTEROIDE REQUIERE DE UNA BUENA FUENTE
DE AGITACION CON UNA BUENA AEREACION CON OXiGENo. LA DURA-
CION DE LA HIDROXILACION DEPENDE ENTRE OTROS FACTORES, DE -
LA CONCENTRACION INICIAL Y DEL TIPO DE ESTEROIDE,

ESTA CONCENTRACION ES ENTRE 200 M6 A 56 /L

EL TIEMPO NECESARIO PARA LA TRANSFORMACION PUEDE VARIAR EN-
TRE 24 H.-72 H, AL TERMINAR LA TRANSFORMACION EL ESTEROL
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DE £S5 EXTRAIDO CON UN DISOLVENTE ADECUADO. POR EJEMPLO, CON
CLOROFORMO, ETIL O BUTILCETONA, METIL ISOBUTILCETONA, Es-
TE EXTRACTO ES CONCENTRADO Y EL RESIDUO ES RECRISTALIZADO -
DE' UN DISOLVENTE APROPIADO COMO POR EJEMPLO METANOL, ACETQ
NA, DMF o ETER DE PETROLEO, AS! SE OBTIENE UN ESTEROIDE
HIDROXILADO EN POSICION 11p PoR (. LuaTA (23).
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2.4 ORIGEN DEL OXTGENO DEL HIDROXILO Y CURSO ESTERICO DE LA
REACCION.

ENSAYOS CON 0%8 MUESTRAN QUE EL OXIGENO MOLECULAR ATMOSFE-

RICO ES DIRECTAMENTE INCORPORADO EN EL GRUPO HIDROXILO DEL

ESTEROIDE EN EL CURSO DE LA HIDROXILACION MICROBIOLOGICA O

SUPRARRENAL ENVUELTAS EN LAS POSICIONES: llo¢ , 11p , 6=

/o< , 120¢, 15ec vy 21,

CuanDO SE UTILIZA Dy0 o o018 o APARECE EL OXfoENo MAR-
CADO EN LOS PRODUCTOS DE LA HIDROXILACION.

Los ESTEROIDES MARCADOS CON 1SOTOPOS DE HIDROGENO EN EL CARBONO
11 DAN EVIDENCIAS DEL GRUPO HIDROXILO AL INCORPORARSE, EL CUAL
ESPECIFICAMENTE REEMPLAZA A UN HIDROSENO DE LA CONFIGURACIEN

EN EL CARBONO 11 DEL ESTEROIDE (%1),

LOS MECANISMOS DEL PROCESO DE HIDROXILACION SON DOS FACTORES
BIEN ESTABLECIDOS:

A)  EL OXIGENO QUE SE INTRODUCE EN EL GRUPO HIDROXILO
PROVIENE DEL OX1GENO MOLECULAR ATMOSFERICO Y NO =
DEL OX1GENO DEL AGUA DEL MEDIO DE REACCION.

B) EL SEGUNDO FACTOR DEL MECANISMO DE HIDROXILACION -
DEL ESTEROIDE CONSISTE EN ESTABLECER EL CARACTER -

LS
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DE LA REACCION, EL CUAL ES UNA SUSTITUCION DIRECTA
DEL HIDROGENO EN LA POSICION HIDROXILABLE DEL ESTE-
ROIDE Y NO ES UN ARREGLO DE YALDEN CON DESPLAZAMIEN
TO DEL HIDROGENO DESDE LA POSICION OPUESTA AL SITIO
DEL ESTEROIDE DONDE SE HIDROXILA (15),
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3 PARTE EXPERIMENTAL

INDICE DE EXPERIMENTOS

CRECIMIENTO E IDENTIFICACION DE C. LUNATA (CLT-123)
CRECIMIENTO DE (. LUNATA (CLT-123),

TEMPERATURA DE 'INCUBACION.

IpenTIF1cACION DE C. LUNATA (CLT-123),

OBTENCION DE MICELIO DE L. LUMATA (CLT-123),
RESIEMBRA. VEDIO SOLIDO SDA A MEDIO Llauino VCG-1,
VARIACION DE TIEMPO DE CRECIMIENTO coN VCG-1.
VARIACION DE PH,

RestemBrA. De MEDIO VCG-1 A mMepto VCG-2, |
VARIACION DE TIEMPO DE CRECIMIENTO CON VC6-2,
Variaci6n DE PH,

. GuLTIvo FINAL., DE MEDIO VCG-2 A Mepro CG.

ReESIEMBRA DE Meplo VCG-2 A mepto CG-60 v CG-40,
VARIACION DE PH, _
ALMACENAMIENTO DE MICELIO DE (. LUNATA (CLT-123)

TRANSFORMACION DEL ESTEROIDE (17 ACETATO DE - -
"ComPUESTO S"),

PREPARACION DEL ESTEROIDE.

ADICION DE MICELI0, DE C. LUNATA (CLT-123),
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5.3.2.1, BIOTRANSFORMACION DEL ESTEROIDE.'

3.3.2,2, EXTRACCION,

3,3,3,  VARIACIONES.

3,3.3,1, De pH,

3.3.3.1, DE CRECIMIENTO DE MICELIO DE C LUNATA (CLT-123)
EN DIFERENTE MEDIO DE CULTIVO. '

3.2.3.3, DE REUTILIZACION DE C. LUNATA (CLT-123).

3.3.4,  OBTENCION DE PRODUCTO.

3.3.5,  OPTIMIZACION.
3.3,6.  RESULTADOS,
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3.1 CRECIMIENTO E IDENTIFICACION DE C. Lunata (CLT-123),

3.1,1,  Crecimiento pE £, runata (CLT-123) EN 2 MEDIOS DE
CULTIVO DIFERENTES.

Mepio 1.-Mep1o SDA (SABOURAD-DEXTROSA AGAR) EN CAJA PETRI.

LAS COLONIAS DEL MOHO TIENEN UN COLOR BLANCO-GRIS DESPUES DE
2-3 DIAS Y PRESENTAN UN ASPECTO COMO DE FIBRILLAS DE ALGODON,
DESPUES SU DESARROLLO AUMENTA HASTA CUBRIR POR COMPLETO LA CA

JA PETRI, Y LAS COLONIAS VAN ADQUIRIENDO UN COLOR OSCURO HAS
TA SER CAFE ROJIZO A LOS 10-12 DiAs.

Mepto 2. -Mepio PDA (Papa DExTROSA AGAR) EN CAJA PETRI.

LLAS COLONIAS DEL MOHO TIENEN UN COLOR BLANCO-GRIS A LOS 2-3
DiIAS, LUEGO SE VUELVE MAS ABUNDANTE EL MICELIO, QUE ES COM-
PLETAMENTE NEGRO A Los 10-12 Dias,

EN AMBOS MEDIOS, CUANDO EL CULTIVO ES "ViEso" (12-13 pias o
MAS) SE PRODUCE UN PIGMENTO ROJO QUE NO SE APRECIA A SIMPLE
VISTA POR EL COLOR OSCURO (CAFE ROJ1ZO O NEGRO DEPENDIENDO
DEL MEDIO DE CULTIVO) DEL MICELIO; Y ESTE PIGMENTO ROJO SE
OBTIENE AL HACER EXTRACCIONES CON CLOROFORMO DEL MICELIO DE
C. LunaTA (CLT-123).  EL MEDIO SDA DA MEJORES RESULTADOS --
POR SU COLORACION DEL MICELIO DE (. LUNATA (CLT-123).
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3,1,2,  TEMPERATURA DE INCUBACION.

LA TEMPERATURA GPTIMA DE CRECIMIENTO PARA (. LuNAIA (CLT-12%)
EN CAJA PETRI ES DE 28-29°C cTE,

3.1.3,  IDENTIFICACION DE C. LunaTA (CLT-123).

DESPUES DE OBTENER UN BUEN CRECIMIENTO DE . LUNATA (CLT-123)
SE PREPARARON MICROCULTIVOS CON MEDIO SDA EN CAJA PETRI PARA
SU OBSERVACION AL MICROSCOP10,  SE PREFIRIO ESTA TECNICA YA
QUE AL TERIRSE EL MICROCULTIVO SE LOGRA DEFINIR BIEN LAS ES--
TRUCTURAS NORMALES DEL MICROORGANISMO.

C. LUNATA (CLT-123) PRESENTA AGRUPAMIENTOS EN FORMA DE RACI-
MOS DONDE SE ENCUENTRAN SUS ESPORAS, FSTAS TIENEN FORMA DE
MEDIA LUNA Y SON TRISEPTADAS, DONDE LA PARTE CENTRAL ES MAS -
OSCURA QUE LOS EXTREMOS Y SE ENCUENTRAN EN POSICION TERMINAL
EN LOS ESPORGFOROS SEPTADOS MAS O MENOS ERECTOS,
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3.2, OBTENCION DE MICELIO DE C, LuNATA (CLT-123),

3.2,1.  ResiemBrA.-MEDIO sOLIDO SDA A MEDIO L1QUIDO MEDIO
VCG-1. |

EN €L MEDIO SDA quE conTIENE C. LUNATA (CLT-123) SE AfADEN
5 ML DE AGUA DESTILADA ESTERIL Y CON UN ASA MICROBIOLOGICA
SE FROTA Y SE OBTIENE UNA SUSPENSION DE ESPORAS/MICELIO,

DE LA SUSPENSION ANTERIOR DE C. LUNATA (CLT-123) 3 mL
SON TRANSFERIDOS A UN MATRAZ FRLENMEYER DE 250 ML  (CoN
DEFLECCIONES) QUE CONTIENE 30 ML DE MeED1o VCG-1.

EL MATRAZ ES COLOCADD EN UN AGITADOR ROTATORIO (220 -
RPM) A 28°C POR UN PERTODO DE 25-30 HORAS. FEL MICELIO
DE (. LUNATA (CLT-123) ES DE COLOR CAFE BRILLANTE {(CLA-
RO). CON APARIENCIA GRANULAR DE LAS HIFAS DE MICELIO,

S1 EL MICELIO "ENVEJECE" RAPIDAMENTE PRESENTA UN COLOR
CAFE NEGRUZCO Y NO SIRVE PARA LA SIGUIENTE OPERACION ==
PORQUE NO HAY CRECIMIENTO EN CONDICIONES ADECUADAS, QUE
SON EN LA FASE LOGARITMICA O EXPONENCIAL DEL DESARROLLO
NORMAL DE . LUNATA (CLT-123), EN SU CURVA DE CRECIMIEN
TO,

CUANDO EL MICELIO DE C, LUNATA (CLT-123) APARECIO DE CQ
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LOR NEGRO, SE OBTUVO UN RESULTADO NEGATIVO PARA SU CRE-
CIMIENTO Y UTILIZACION.

3.2.2,  VARIACION DE TIEMPO CON VCG-1,

DeL mepio SDA QUE CONTIENE (. LUNATA (CLT-123) sE Toman 3 -
ALICUOTAS DE 5 ML QUE TRANSFERIDAS A 3 MATRACES FRLENMEVER
DE 250 ML (CON DEFLECCIONES) QUE CONTIENEN 30 ML DE MEDIO
VCe-1,

A 6 v 8 DIAS NO HAY CRECIMIENTO DE (. LUNATA (CLT-123) pes-
PUES DE LA INCUBACION CON AGITACION ROTATORIA,

A 11 ptas st HAY CRECIMIENTO DE C. LUNATA (CLT-123) EN LAS
MISMAS CONDICIONES,

3.2.3.  VARIACION DE PH.

EL MEDIO DE CULTIVO VCG-1 aue TIENE un el INICIAL DE 6.0-6.1
ES INOCULADO CON C. LUNATA (CLT-123), Desputs DE 25 HORAS
DE INCUBACION EL MEDIO VCG-1 TIENE UN PH FINAL DE 5,8,



Curvularia lunata (CLT—123)

Medio SDA (caja petri)

|

Tiempo: 6 dias
Medio liquido: vCG-1
Resultado: Negativo,

| |

8 dias 11 dlas
vCo-4 vCGe~-1
Negativo, Positivo.

Experimento de variacion de tiempo para un optimo crecimiento en medio de cultivo solido.
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3.2.4, PEs1eMBRA DE MEDIO VCG-1 A Mepro VCG-2,

EL cuLtivo DE £, LUNATA (CLT-123) oBTENIDO EN MEDIO VCG-1 ES
PARA RESIEMBRA,  SE TOMAN 3 ML DEL CULTIVO DE (., LUNATA -
(CLT-123) en Mep1o VCG-1 v SE INOCULA EN UN MATRAZ ERLENME--
YER DE 250 ML (CON DEFLECCIONES) CONTENIENDO 30 ML DE ME--
D10 VCG-2,  EsTE MATRAZ ES COLOCADO EN AGITACION ROTATORIA
(220 rPM) A 28°C PoR UN PERtODO DE 20-24 HORAS, HAsTA Aqul
EL MICELIO APARECE CAFE BRILLANTE (CLARO) COMO ESFERAS GRA-
NULARES.,  S1 EL MICELIO DE C. LUNATA (CLT-123) SE VUELVE
NEGRO EN ESTE TIEMPO YA NO PRESENTA LAS CARACTERISTICAS NE-
CESARIAS PARA EL SIGUIENTE PASO,  EL MICELIO DE (. LUNATA
(CLT-123) DE COLOR NEGRO ES RESEMBRADO EN MEDIO VCE-2 - CON
UN RESULTADO NEGATIVO DE CRECIMIENTO,

3.2.4,1, Con EL MEDIO VCG-2.

Mo SE HIZO VARIACION DE TIEMPO,  SE UTILIZO EL OPTIMO DEL
EXPERIMENTO CON MEDIO VCG-1,

3,2,4,2, VARIACION DE PH,

EL MEDIO DE cuLTIVO VCG-2 QUE TIENE UN PH INICIAL DE 6.2 =
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DES%’UES DE 22 HORAS DE lNCUBACION CON CULTIVO DE ﬂ. LUNATA
(CLT-123) TIENE UN PH FINAL DE 5.8,

3,2,5.  CuLTivo FINAL. D Mepio YC6-2 A mepio CG.

DEL cuLTivo DE (. LunATA (CLT-123) oBTeENIDO EN MEDIo V(G-2
SE TOMAN ALICUOTAS DE 3 ML PARA CADA 30 ML DE Mepio (G -
CONTENIDOS EN MATRACES ERLENMEYER DE 250 ML (CON DEFLECCIQ
NES) Y SE COLOCAN EN AGITACION ROTATORIA (220 Rem) A 28°C
POR UN PER10DO DE 40 HORAS, DeSPUES DE 24 HORAS, EL MICE--
L10 EN EL MEDIO CG ES DE COLOR CAFE CLARO,  LCURANTE LAS SL
GUIENTES HORAS EL CULTIVO EMPIEZA A SER MAS OSCURO Y MAS --
ABUNDANTE. EL MICELIO APARECE CAFE NEGRUZCO ALREDEDOR DE -
LAS 40 HORAS; LISTO PARA UTILIZARSE O ALMACENARSE.

VARIACION- EN LA CONCENTRACION DE MEDIO Liauipo CG.
3,2,5,1, Mepro CG-60 v CG-40

SE OBTIENE IGUAL CANTJDAD DEL MICEL10 DE €. LuNATA (CLT-123)
EN 40 HORAS TANTO EN MEDIO C6-60 v C6- 40 COMO EN MEDIO DE -

CULTIVO CG

LA "CALIDAD" DEL MICELIO DE (. LUNATA (CLT-123) SE COMPRUE-
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BA AL ADICIONARLE EL ESTEROIDE 17 ACETADO DE “COMPUESTO $,
DONDE SU RENDIMIENTO DE TRANSFORMACION DEPENDE DE CUAL ME=-
DIO DE CULTIVO FUE EL MEJOR EN LA PRODUCCIGN DE MICELIO. -

&

EL MEJOR MICELIG FUE DEL Mepio CG.

3,2.5.2, VARIACION DE PH.

Los MEDIOS DE cuLTIvo CG, C6-60 v CG-40 TIENEN UN P INI- -

pH DE LOS MEDIOS ES 5.8-5.7,

3,2.6,  ALMACENAMIENTO DE MICELIo DE (. LunATA (CLT-123).

EL CONTENIDO DE VARIOS MATRACES DEL CULTIVO FINAL DE (. Lu-
NATA (CLT-123) EN LOS DIFERENTES MEDIos (C6, CG-60 v CG-L0)
ES FILTRADO POR SEPARADO CADA UNO EN EMBUDO BUCHNER AL VA--
c10, CON GASA ESTERIL COMO MEDIO FILTRANTE,

EL MICELIO SE LAVA 3 VECES CON 10 ML DE AGUA DESTILADA ES-
TERIL POR MATRAZ DE CULTIVO PARA REMOVER TODA LA CANTIDAD -
POSIBLE DE MEDIC DE CULTIVO, EL MICELIO SE GUARDE A -10°C
'Y As! MANTIENE SU ACTIVIDAD ENZIMATICA POR UN PERoDO DE 3
MESES.
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- Eu mceL1o pe C. Lunata (CLT-123) Dk Los MEDIos VCG-1 v - -.
VCG-2 €S FILTRADO 'Y LAVADO GUARDANDOSE PARA SU-POSTERIOR -~
UTILIZACION, ¢ ' |

ato

3.3, TRANSFORMACION DEL ESTEROIDE. (17 ACETATO DE "COM-
PUESTO §").

3,3,1,  PREPARACION DEL ESTEROIDE.

(EL ESTEROIDE (SUSTRATO) ESTARA SUJETO A UNA TRANSFORMACION
BIOLOGICA CRITICA Y REQUIERE UNA MICRONIZACION DE TAL MODO
QUE LAS PARTICULAS TENGAN UNA DIMENSION APROXIMADA DE 104
ESTO SE LOGRA AL DISOLVER EL ESTEROIDE EN UN DISOLVENTE OR=
GANICO (MISCIBLE EN AGUA) PARA DESPUES PROVOCAR SU PRECIPI-
TACION EN AGUA. ‘

(EL ESTEROIDE UTILIZADO COMO SUSTRATO ES EL 17 ACETATO DE --
"COMPUESTO $” - QUE FUE OBTENIDO PREVIAMENTE A PARTIR DE - -
TRIAC (3@ , 17oc , 21§ -ACETOXICOLESTAN-5-EN-20-ONA) POR
TRANSFORMACION MICROBIOLOGICA CON FLAVOBACTERIUM DEHIDROGE-
NANS F-03, EL ESTEROIDE 17 ACETATO DE "COMPUESTO S” SE --
PREPARA DISOLVIENDOSE EN POCA CANTIDAD DE ACETONA. DESPUES
ESTA SOLUCION SE ADICIONA LENTAMENTE A AcUA FRIA (30 ML ) -
EN AGITACION; SE FILTRA LUEGO POR MEMBRANA MILLIPORE (0,454 ).
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LA PASTA OBTENIDA DEL ESTEROIDE (SUSTRATO) DESPUES DE LA --

. FILTRACION SE SUSPENDE EN UNA SOLUCION AMORTIGUADORA DE FO§

FATOS coN Tween 80 AL 57.

PARA LA BIOTRANSFORMACION DEL ESTEROIDE DE LA SUSPENSION AN

TERIOR SE ToMAN 10 ML MAS 0TROS 10 ML DE SOLUCION AMORTI-
GUADORA DE FOSFATO QUE CONTENGA 1 ¢ DE GLUCOSA/100 ML DE
AGUA, POR CADA MATRAZ,

B
"
|

i

N LR}

3,3.2, ADICION DEL MICEL10-DE C. LUNATA (CLT-123),

POR CADA MATRAZ QUE CONTENGA 20 ML DE LA SUSPENSION DE ES-

TEROIDE EN SOLUCION AMORTIGUADORA FOSFATO-GLUCOSA SE AGRE--
GAN 2 G DE MICELI0 C, LUNATA (CLT-123) OBTENIDO DE LOS ME-

‘pios C6-60, CG-HO0 v CG,

~ 3,3.2,1, BIOTRANSFORMACION DEL ESTEROIDE.

Los MATRACES PREPARADOS CON LA SUSPENSION DEL ESTEROIDE Y -
EL MICELIO C. LUNATA (CLT-123) sON COLOCADOS EN AGITACION
ROTATORIA (220 RPM) A 28°C. LA TRANSFORMACION DEL 17 ACE-

TATO DE “COMPUESTO- S” coN C. LUNATA (CLT-123) se sigu1d TQ

MANDO ‘ALICUOTAS DE 5 ML DE- CADA MATRAZ CADA 10 HORAS, EX--



- 38 -

TRAYENDO CON CLOROFORMO Y USANDO CROMATOGRAFIA EN CAPA DEL-
GADA Y LA MEZCLA DE DISOLVENTES DICLOROMETANO/ ACETONA 6:4
HASTA COMPROBAR'LA HIDROXILACION DEL ESTEROIDE QUE SE EFEC--
TUO DESPUES DE U4-U8 HORAS,

3,3.2.2, EXTRACCION.

EL CONTENIDO DE LOS MATRACES SE EXTRAE CON 3 VOLGMENES GUA
LES DE CLOROFORMO, DESPUES SE EVAPORA Y SE SECA.  EL PRO--
DUCTO SE RECRISTALIZA DE METANOL-ACETATO DE ETILO, SE FIL~-
" TRA, SE SECA Y SE PESA.

COMPOSICION POR MATRAZ:

2 ML TWEEN 80 AL 5% EN SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOS§
FATOS., '
8 ML.  SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS.
10 ML SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS CON GLUCOSA.
40 Mg 17 AceTato DE "CoMPUESTO S” (ESTEROIDE).
26 MiceLto . Lunata (CLT-123)-
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il

3+ VARIACIONES,

- Wl

3.3.5.1, De pil,

EL MEDIO C G . PARA LA BIOTRANSFORMACION TIENE UN Pl INI-
CIAL DE 5.3 v AL FINAL TIENE UN PY DE 6,0,

3.3,3.2., VARIACION DE CRECIMIENTO DE MICELIO EN DIFERENTE
MEDIO.

EL MicELTO DE . LUNATA (CLT-123) DEL MEDIO CG FUE EL QUE --
D10 MEJOR RESULTADO EN COMPARACION CON EL MICELIO DE LOS - -
OTROS MEDIOS EN LAS MISMAS CONDICIONES.

3.3.3,3, De REUTILIZACION DEL MICELIO DE (. LuNATA (CLT-12%)

EL MICELIO DE Q.‘LUNAIA (CLT-123) DESPUES DE UNA PRIMERA =-

TRANSFORMACION SOBRE EL 17 ACETATO DE “COMPUESTO S” DONDE SE
REALIZA LA HIDROXILACION ES RECUPERADO, ESTE MISMO MICELIO

ES COLOCADO EN LAS MISMAS CONDICIONES DEL ANTERIOR OBTENIEN-
DOSE RESULTADOS NEGATIVOS ES DECIR, QUE ESTA SEGUNDA OCA- -
SION NO SE REALIZO LA HIDROXILACION,
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3.3,4,  OBTENCION DEL PRODUCTO.

CL £STER DEL 17 ACETATO DE "COMPUESTO S” AL SER HIDROXILADO
EN POSICION 11 SE HIDROLIZA PARCIALMENTE DANDO UNA MEZCLA =
DE: I!IDROCORTISONA COMO PRODUCTO PRINCIPAL Y EL 17 ACETA-
To DE YIDROCORTISONA.

SE REQUIERE AS! UNA HIDROLISIS QUIMICA SOBRE EL 17 ACETATO
DE HIDROCORTISONA PARA OBTENER COMO ONICO PRODUCTO FINAL LA
HIDROCORTISONA.

3.3.5,  OPTIMIZACION.

A’ CONTINUACION SE DESCRIBEN LAS CONDICIONES Y MEDIOS OPTI--
*'MOS A SEGUIR EN LA BIOTRANSFORMACION DEL 17 ACETATO DE “CoM
PUESTO S” con C. LUNATA (CLT-123), DESPUES DE LOS EXPERIMEN
T0S DE VARIACION EN TODAS LAS FASES DEL PROCESO DESCRITO AN
TERIORMENTE .

1,-CRECIMIENTO INICIAL. Mepro SDA.
EL CRECIMIENTO DE (. LUNATA (CLT-123) EN CAJA PETRI USANDO

Mep1o SDA  (SABourAD-DexTrosA-AcAR) ES DE 10-12 pias A 28°C
(¢TE.)
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~2.-Resiemera. De mepio SDA A mepio VCG-1,

CL cutrivo pe C. LuNATA (CLT-123) e MepIo SDA ES LAVADO --
CON 5 ML DE AGUA PARA OBTENER UNA SUSPENSION DE ESPORAS/ -
MICELIO; DE AQU! SE TOMAN 3 ML QUE SE TRANSFIEREN A UN MA
TRAZ ERLENMEYER DE 250 ML (CON DEFLECCIONES) QUE CONTIENE
30 M. DE MEDIO Liauipo VCG-1, Este MATRAZ AS| PREPARADO

ES COLOCADO EN UN AGITADOR ROTATORIO (220 ReM) A 28°C pu--
RANTE 25-30 HORAS,

3,-ResiemBrA, De MEDIO VCG-1 A Mepio VCG-2,

DEL MATRAZ ERLENMEYER DE 250 ML  (CON DEFLECCIONES) QUE ~-
cONTIENE C. LUNATA (CLT-123) €N MeD1o YCG-1 SE TOMAN 3 ML

Y SE ADICIONAN A UN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 ML (cON De- -
FLECCIONES) QUE CONTIENE 30 ML DE MEDIQ Liautbo VCG-2, Es
TE MATRAZ SE COLOCA EN UN AGITADOR ROTATORIO (220 RPM) A --
28°C (cte.) POR UN PERIODO DE 20-24 HORAS.

4,-RESIEMBRA DEL CULTIVO FINAL. DE Mepio VCG-2 A Mepio CG,

AL MATRAZ CRLENMEYER DE 250 ML, (CON DEFLECCIONES) QUE CON-
TIENE C. LUNATA (CLT-123) En Mepio VCG-2 SE TOMAN.5 ML Y -
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SE ADICIONAN A UN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 ML (CON DEFLEC-
CIONES) QUE CONTENGA 30 ML DE MEDIO Liauipo CG. EsTE MA--
TRAZ SE COLOCA EN AGITACION ROTATORIA (220 RPM) A 23°C = -,
(CTE.) POR UN PERIODO DE 40 HORAS.

5, ~ALMACENAMIENTO DEL MICELIO DE L. LUNATA (CLT-123),

EL MiceLio pe C. LUNATA (CLT-123) DeL Mepio Liguipo C6, sE
FILTRA AL VACIO CON GASA ESTERIL COMO MEDIO FILTRANTE, EL
MICELIO DESPUES- SE LAVA 3 VECES CON 10 ML DE AGUA DESTILA-
DA ESTERIL,  EL MICELIO SE GUARDA A -10°C.

6.~-TRANSFORMAC 16N DEL ESTEROIDE 17 ACETATO DE "COMPUESTO S”
6A. PREPARACION DEL ESTEROIDE.

EL ESTEROIDE 17 ACETATO DE "COMPUESTO S" SE DISUELVE EN PO-
CA CANTIDAD DE ACETONA, DESPUES ESTA SOLUCION SE AGREGA --
LENTAMENTE A 30 ML DE AGUA FRIA CON AGITACION Y-PRECIPITA.

LA PASTA OBTENIDA SE FILTRA POR MEMBRANA MILLIPORE.  ESTA

PASTA SE AGREGA A UN MATRAZ ERLENMEYER DE 250 ML (CON DE--
FLECCIONES) PARA DISOLVERSE EN UNA SOLUCION AMORTIGUADORA -
DE FOSFATOS CON TWEEN 80 AL 55 v 10 ML MAS DE UNA SOLUCION
AMORTIGUADORA DE FOSFATOS QUE CONTENGA 1 6. DE GLUCOSA POR
100 ML DE ESTA SOLUCION, DESPUES SE AGREGAN 2 6 DE MICE
L10 DE (. LUNATA (CLT-123) PREVIAMENTE OBTENIDO DE LOS ME-~
p10s CG, CG-60 v (5-40. ESTE MATRAZ SE COLOCA EN AGITACIGN
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ROTATORIA (220 reM) A 28°C (cTE.). LA HIDROXILACION DEL 17
ACETATO DE "COMPUESTO S” SE LLEVA A CABO DESPUES DE 44 A 48
HORAS, )

EL CONTENIDO DEL MATRAZ SE EXTRAE 3 VECES CON CLOROFORMO.
EL EXTRACTO CLOROFORMICO SE SECA., DESPUES SE RECRISTALIZA

EL RESiDUO DE METANOL/ACETATO DE ETILO.
68. HibprOLISIS,

DE LA MEZCLA DE PRODUCTOS I'IDROCORTISONA Y 17 ACETATO DE HL
DROCORTISONA OBTENIDA DE LA TRANSFORMACION UTILIZANDO C. LUNATA
(CLT-123) sE DISUELVEN 200 MG EN UN MATRAZ ERLENMEYER DE
100 ML CON 6 ML DE UNA MEZCLA DE DIOXANO/METANOL 9:5 EN
UNA ATMOSFERA DE HNITROGENO A 25°C CON AGITACION; SE LE ARA
DEN 7.5 ML DE UNA SOLUCION METANGLICA DE HIDROXIDO DE POTA
sto 0,16 K

A LOoS 5 MINUTOS SE AGREGA 1 ML DE AGUA, LA MEZCLA ES EN--
FRIADA Y ACIDIFICADA CON 6 ML DE ACIDO ACETICO AL 25% Y EN
SEGUIDA ES VERTIDA EN UNA SALMUERA AL 5% €N FR10,  FL PRE-
CIPITADO SE FILTRA, SE LAVA Y SE SECA AL AIRE,

SE CRISTALIZA DE ACETATO DE ETILO/ACETONA Y SE RECRISTALI-
ZA 2 VECES DE MeTANoL (29),
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3,3.6,  ResuLTADOS

A)  PESO DE MICELIO DE (. LUNATA (CLT-123)

POR MATRAZ EN MEDIO LiquiDo CG:

I.- 13,5 ¢ SR

I1,- 11,10 &
I11,- 12.55 ¢
Iv,- 10,70 6

B)  EXPERIMENTO DE VARIACION EN EL TIEMPO.

LA TRANSFORMACION DE 17 ACETATO DE "CoMPUESTO S” coN (. LU
NATA (CLT-123) sk SIGUI6 POR CROMATOGRAFIA EN CAPA DELGA-
DA CADA 10 HORAS. ‘

SISTEMA DICLOROMETANO/ACETONA 6:li COMO ELUYENTE EN LA CRO-
MATOGRAF 1A,

ABREVIACIONES

AS = 17 ACETATO DE "COMPUESTO S“: SUSTRATO & REACTIVO
HC = HIDROCORTISONA;MUESTRA DE REFERENCIA O PATRON
AHC = ACETATO DE IlIDROCORTISONAZMUESTRA DE REFERENCIA
6 PATRON '



P1 = K1DROCORTISONA;PRODUCTO
P2 = ACETATO DE |lIDROCORT1SONA;PRODUCTO

MuesTRA (HORAS)

10
20

30

40

50

ToMA DE MUESTRAS CADA 10 HORAS
OMPUESTO
BSERVADO

AS

AHC

HC
AS

AHC

Hc
AS

AlIC

Py

AS

AHC

He
Pl
P2

AHC

HC
P1
P2

Dééb%éﬁéhxénro

RF
0,54
0,50
0,46
0.54
0,50
0.46
0,54
0,50
0,45
0,50
0,54
0,50
0,46
0,46
0,50
0,50
0,46
O.I L|6
0.50

DESPLAZAMIENTO TOTAL EN LA PLACA DE CROMATOGRAFIA = 15 c
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PUNTO DE FUSION DE HI1DROCORTISONA,

TeoR1CO
198°- 202°C .

PRODUCTO
109°- 200°¢

ESPECTROFOTOMETRIA EN ULTRAVIOLETA A 242 M.

17 en ETanoL

E

1%

1 cm,

TE6R1CO

16,050 E

4

PRODUCTO

1 16,048
1cm

[;<§)[55°R07Ac10u ESPECIFICA = 17 EN DIOXANO

SOLUBILIDAD

DISOLVENTE
Hy0

ETOH
BENCENO
ACETONA
PIRIDINA
ETER

DNMF

Tebrico
+151,1

HC (STANDAR)
1 (=)
s (+)
s (+)
s (+)
s (-)
1 (=)
s (=)

ProbucTo
+ 150,9

HC (ProDUCTO)
1 (=)
s (+)
s (+)
s (+)
s (#)
1 ()
s (<)
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G) EXPECTROSCOPIA AL INFRAROJO DEL 17 ACETATO DE “COMPUESTO
SH

(NM) GRUPO FUNCIONAL  BANDA
3 400 8-H ANCHA ("PAl
. ZA
2 920 C-H(CHg) p1co
2 900 ~ C-H(CHy HOMBRO
2 840 C-H(CH3) HOMBRO
2 820 C-H(CHZ) : HOMBRO
1 755 C=0(ceTONA) | HOMBRO
1 740 C-0(ETER) PICO DOBLE
GRANDE
1 680 C=0 PICO ANCHO
PEQUESO
1370 0-H(PRIMARIO) PICO PEQUESNOD
1 250 0-H(PRIMARIO) HOMBRO
1020 C-0(ceTONA) PI1CO ANCHO
, PEQUENO
650 (i.-O%’.(AchHoL S
. PRIMARIO PICO PEQUERO
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H)  ESPECTROSCOPIA AL INFRAROJO DE !'IDROCORTISONA

NM
3 400
2 900
2 890
2 820
1710
1640
1260
1020
900

650

GRUPO FUNCIONAL

0-H
c-H

CH(CHy)
CH(CHzCEy)
C=0(CETONA)
C=C
C-0(CETONA)
C-O(cETONA)
C+C

C-CH(ALCoHOL
PRIMARIO)

BANDA
ANCHA (”Eﬁy
ZA

P1CO

HOMBRO
HOMBRO

P1CO

HOMBRO

PICO PEQUENO

HOMBRO

PICO PEQUEAD

PI1CO PEQUEND
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FORMULACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO PARA C. LuNATA (CLT-123)
UTILIZADA EN ESTE TRABAJO,

Mepio SDA.
SABOURAD DEXTROSA (DESH) 30 ¢ DIFCO
AcAR 20 ¢ Broxon
Hy0 1000 mL
P FInNAL 5.7
Mento PDA,
PAPA DEXTROSA (DESH) 30 ¢ DIFCO
AGAR 206 Broxon
HyO 1000 ML
PH FINAL 5.8
Mep1o VCG-1
'L 40 o PH = 6,3 CORREGIDO CON
cLucosA 20 ¢ MaOH 2 N pesputs DE ESTERI-

. LIZAR
10 1000 w. /
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Mepio VCG-2
*CSL 10 6
th0 1000 mc
P = 6.3 CORREGIDO CoN
HaOH 2N pespuEs DE ESTERILI-
ZAR
Mepto (6 Mepto CG-60 Mepio CG-40
"CSL 80 ¢ 60 6 40 6
GlucosA 106 10 6 106 pH = 6,3
' CORREGIDO
Hh0 1000 mL 1000 ML 1000 ML con NaOH 2"
DESPUES DE

ESTERILIZAR

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS

NaHoPOy Hy0 12.19 ¢
| haHPOyI2H0 4,41 6
Hy0 100 me

ToDos LOS MEDIOS SE ESTERILIZAN A 120°C por 15 MIN. EN AU-
TOCLAVE.

*(SL = CORN STEP LIGUOR (AGUA DE COCIMIENTO DE MAZ)
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CONCLUSIONES

1.-Urierzano EL moro (. LuNATA (CLT-123) QUE TIENE UN SIS-
TEMA ENZIMATICO CAPAZ DE HIDROXILAR MOLECULAS COMPLEJAS CO-
MO SON LOS ESTEROIDES, SE LOGRG EL OBJETIVO ESTABLECIDO EN
ESTE TRABAJO QUE FUE REALIZAR LA HIDROXILACION CON EXCELEN- -
TES RESULTADOS SOBRE UN ESTEROIDE CON PROPIEDADES Y CONFOR-
MACION DEFINIDAS.

C. LUNATA (CLT-123) EN SU SISTEMA ENZIMATICO, CUENTA CON -
UNA ENZIMA - 11-HIDROXILASA CON CAPACIDAD DE REARREGLO DEL
Oy ATMOSFERICO Y DE ANADIR UN HIDROGENO PARA FORMAR EL GRU
PO HIDROXILO Y SITUARLO EN EL CARBONO 11 DEL ESTEROIDE,

2,-DESDE EL PUNTO DE VISTA QUIMICO ES MUY IMPORTANTE TAM- -
BIEN ESTA REACCION, YA QUE LA MOLECULA ESTEROIDE NO SE EN--
CUENTRA EN UN SOLO PLANO EN EL ESPACIO Y AS{ LA HIDROXILA--
CION POR SINTESIS QUIMICA ES DIFfCIL DE EFECTUAR POR IMPEDL
MENTOS ESTERICOS INTERNOS DE LA MOLECULA ESTEROIDE.

3,-EL METoDO DESARROLLADO CON (. LUNATA (CLT-123) DA BUENOS
RESULTADOS, EN COMPARACION CON LA SINTESIS QUIMICA, GQUE ES
MUY LARGA DEBIDO A LA COMPLEJIDAD DE LA MOLECULA ESTEROIDAL
Y SU DIFICULTAD CONFORMACIONAL PARA SER HIDROXILADA.(4)(19),
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4, -UNA VENTAJA DE TIPO ECONOMICO AL FORMULAR LOS MEDIOS DE
CULTIVO PARA EL PROCESO, ES QUE SE UTILIZA AGUA DE COCIMIEN
1o DE MAfz (CSL sUBPRODUCTO EN EL COCIMIENTO DEL MAfZ) QUE
ES UNA RICA FUENTE DE NUTRIENTES PARA EL MICROORGANISMO: -
CON LO CUAL SE REDUCEN LOS COSTOS DE PROCESO Y LA EFECTIVI-
DAD NUTRITIVA ES IGUAL QUE SI SE FORMULARA POR SEPARADO CA-
DA COMPONENTE PARA TENER UN MEDIO NUTRIENTE EQUIVALENTE, $Q
LO QUE EL COSTO DE ESTE SERIA MAYOR.

5.-Los 0BJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO FUERON LOGRADOS, YA -
QUE SE PUDO ESTABLECER UN METODO A NIVEL PRIMARIO, EN LA --
BIOTRANSFORMACION DEL 17 ACETATO DE “COMPUESTO S”. A TRAVES
DEL MoHO C. LUNATA (CLT-123) sSOLICITADO EN EL EXTRANJERO -~
POR TENER UNA ALTA EFICIENCIA HIDROXILANTE ESPECfFICA Y POR
QUE SE APROVECHARON NUTRIENTES Y COMPUESTOS SEMISINTETICOS
DERIVADOS DE PROCESOS Y RECURSOS NATURALES DEL PAfS,
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