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RESUMEN. La transformación de esteroides mediante microorganismos es un 
proceso bien conocido y aplicado en la producción de precursores esteroidales 
tales como el 4-androsten-3-17diona (AD) y el 1,4-androstadien-3,17-diona (ADD). 
Estos compuestos son transformados químicamente en diferentes fármacos. Las 
micobacterias constituyen un grupo importante en este sentido, particularmen- 
te, los mutantes bloqueados en la degradación del anillo central esteroidal. La 
cepa NRRL B-3683, se emplea fundamentalmente en la producción de ADD a 
partir de sustratos como el colesterol. Sin embargo, estudios recientes indican 
la posibilidad de obtener testosterona en un medio enriquecido con dextrosa. 
Sobre la base de estos trabajos, el objetivo de este estudio fue evaluar la obten- 
ción de testosterona mediante la cepa Mycobacterium sp. NRRL B-3683 y una 
cepa derivada de la anterior (EX-~) por mutagénesis química, en un medio sali- 
no que contenía diferentes concentraciones de glucosa y colesterol como sus- 
trato biotransformante. Los resultados demostraron que la presencia de gluco- 
sa en las condiciones estudiadas, favorece la producción de ADD o testosterona. 
Las cantidades de esta última variaron con la concentración de glucosa y los 
mayores rendimientos se obtuvieron al 2 y 4 % 

ABSTRACT. The steroid transformation by microorganisms has been a well 
known and well established process for the production of suitable intermedi- 
ates as the androstane series: androsta-4-ene-3,17-dione (AD) and androsta-1,4- 
diene-3,17-dione (ADD). These products were converted into clinically impor- 
tant drugs. Mycobacteria are an important group, especially the mutants bio- 
chemically blocked for not degrading the steroidal nucleus. The strain of Myco- 
bacterzum sp. NRRL B-3683 is mainly used to produce ADD from cholesterol 
substrates. However recent reports describe the testosterone formation when 
the medium is supplemented with dextrose. Based on it, the purpose of this 
study was analyze the testosterone production by Mycobacterium sp. NRRL B- 
3683 and a new strain mutant of it (EX-~:, in a saline medium supplemented 
with glucose and cholesterol as a biotransformating substrate. The results 
showed that the glucose favors the ADD production of testosterone. The amounts 
of this product changed with the glucose increase in the medium. The higher 
values of testosterone were at 2 and 4 % of glucose. 

INTKODUCCION 

Actualmente. los t’rirmac~~s csst(l- 
roidales se encuentran cntr(~ los d(a 
mayor consumo y sc’ c~rnpl~9tl (‘on 
antinflamatorios, ailt~~c)ll~cl~t~vos, 
diuréticos, contra tun~ora~‘~on~~s m;~- 
lignas y en enfèrinedadt5 c:rr~tl~ov;~s- 
culares.‘,’ 

Estos fármacos SC> logralr prod~~- 
cir a partir de precursores c~t(~x)id:~- 
les avanzados del tipo androst;~~~~s, 
que pueden ser obt<lilldos I)I)I’ VI;! 
química, microbiológica 0 [xjr <‘oir,- 
binación de ambas;’ 5 utlIl/.a~1(lo 
como materias primas estc9x)ld~~s d18 
origen animal como cl col~~stc~~ol 0 
vegetal como el sitostcïol, cxrnpt~s- 
terol y estigmasterol prc5~ntc~s [un- 
tre otros, en la fraccltin insay)orii!ì~ 
cable de la cera dc la cañ;~ tIo x14- 
carG 

Arthrobacter s~rr~pIvx. Noc~l~~lltr 
corallinayMycobuclt,rurrr~ SI,. SC’C’II- 
cuentran dentro dc los rni(~roor~:;~- 
nismos que han sido estudixlc )s ~;IKI 
obtener precursores tan irnport;lllt(~s 
como el 4-androsten-3.17-dlc,11;1 (AI)) 
ye1 1,4-androstadicndic~r~-~(.l7-d1orr:1 
(ADD) .‘-8 

Las cepas de Mycolx~~~tc~r-~ II trI SI). 
NRRL B-3683 y la EX-~. obt(~t~~da dc, 
la anterior por rnutagisnc5ls (ILII~III 

ca con nitrosoguanidina b101 r;~~~sf’oi~- 
man el colesterol a ADD fu11d;1n1(~r1~ 
talmente. Sin embargo, (‘TI 19111 
Wang y ~01.~~’ analizaron la GI~;IC*~- 
dad que tenía la cepa B-3683 d(l pro- 
ducir testosterona y A’ t<~stostc~r~~rl;l 
a partir del colesterol, sltc)st<srol y 
estigmasterol en pr<xscncla do d(~x- 
trosa. Sobre la base di cxstt) tratx~~o. 
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SC evaluó la influencia que ejerce la 
adición de glucosa en la producción 
de testosterona, a partir del coleste- 
rol en un medio salino propuesto por 
Karlsson y ~01.‘~ mediante las cepas 
NI!~cobwctrwn sp. NRRL B-3683 y 
EX-J. 

MATERIALES Y METODOS 

Microorganismos 

cobucterium sp. NRRL B-3683 y Ex-4, 
obtenida en el laboratorio a partir 
de la primera. 

Ambas cepas biotransforman el 
colesterol fundamentalmente a ADD. 

Condiciones de cultivo y biotrans- 
formâcióiì 

Colonias puras de las cepas cul- 
tivadas en agar nutriente (OXOID) 
se subcultivaron en 8 g/L de medio 
caldo nutriente enriquecido (CN+) 
con giiceroi al U,5 YO, myoinositoi al 
0.1%. extracto de levadura al 0,l % y 
lkwen 80 al 0,7 %, durante 48 h a 
200 r/mm y 30 ‘C ‘I?anscurrido este 
tiempo, los cultivos se centrifugaron 
a 9 000 r/min durante 10 min y se la- 
varon con disolución agua-‘Breen 80 
al 6.7 *4 (piv). 

El medio de cultivo utilizado para 
la biotransformación fue el propues- 
to por Karlsson y col. (medio MK) y 
tuvo la composición siguiente: 

Puente de carbono, 2 %; 
(NHJSO,, 0,l %; FeSO,. 90, 0,002 %; 
MgSO,, 0,Ol %; CaCl,, 0,001 %; 
KHPO,, 0,15 %; YHPO,, 0,4 %. 

Los ensayos de biotransforma- 
,.ií\n co innr-,,llrnn I ,,ncl rlnno;rlQd LI”II YC III”CUIYI”II Y ULL_ Ub_II.JILaUU 

óptica de 1,0 y los de crecimiento a 
otra de 0.1 a una h = 420 nm en 
erlcnmcyers de 250 mL con 50 mL 
respectivamente de medio. Después 
se agitaron a razón de 200 r/min, a 
30 “C y durante 6 d Se realizaron 
tres réplicas por experimento. 

Como sustratos se emplearon, co- 
lesterol, AD y ADD purificados, a 
Il_.7 r>r\?,nn?,+,.~n;8n rln 1 m/T rn‘...c. UIILI L”IIL~:IIclacIvII uc I &/U> IcJu3- 
pendidos en meen 40 al 15 % en re- 
lación 1:3, esterilizados y homoge- 
neizados en baño ultrasónico. 

Extracción y determinación cuan- 
titativa del ADD, AD y la testoste- 
rona 

Una vez transcurrido el tiempo 
de fermentación, los cultivos se es- 
teri1i7arnn PTl ZllltnrlZlv0 1.2 ann “~..AIu...vII _.& ..U”VLIY.L. uY IAyy, 
AD y la testosterona se extrajeron 
dos veces con 2 mL de acetato de 
etilo. La determmación se realizó por 
cromatografía líquida de alta reso- 
lución según el método propuesto 
por Pérez y colaboradores.‘“,‘4 

El crecimiento de la cepa se ana- 
lizó por el método de masa seca 
gravimétrica (MSG).‘” 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Con el fin de estudiar el efecto 
que ejerce la glucosa en estas ce- 
pas, se analizó el crecimiento en au- 
senrin de rnleuternl ” ülllr~nsa nl 3 ‘% -_____--_ __._- “__v.J b- --_vLyy 1 _ ,I 
(Tabla 1). 

En ambos casos, el crecimiento 
resultó muy pobre, lo que hizo pen- 
sar que aparentemente este azúcar 
no es una buena fuente de carbo- 
no para estas cepas. 

Teniendo en cuenta este análi- 
sis, se estudió la biotransforma- 
ción del colesterol por las cepas 
M?rrnhrrrtori~rm on NRRT R-SRR’? .i ~.-y’““w”y~’ “wII” yy. I.IbIIY Y Y”“” J 

Ex-4 en un medio salino (MK) con 
diferentes concentraciones de glu- 
cosa. 

Al emplear 0,2; 0,3 y 0,4 % de 
crl,,rnc^. pnn 1~ cnn.z R.?R!?? nl n~.n. b’Y._“UU ..v11 IU ,_.-y’u u ““““> ._I y’” 

dueto mayoritario resultó el ADD, 
mientras que con 0,5; 2; 4 y 6 % se 
forma testosterona en cantidades 
considerables (Tabla 2). Al introdu- 
cir mayores concentraciones del 
azúcar (8 y 10 %) aparentemente, su 

Tabla 2. Biotransformación del colesterol en nied~o MK pc~ Ia (~-1x1 M!~I 
bacterium sp. NRRL B-3683 con diferentes conC~rltríICIorI(‘s dt~ glrrt~~js;~. 

Vanante ADD AD ‘11~\!<~~1,~r~>,,., 

(41 

Sin g:ücûsGi 39.5:: 5.62 

0.2 46.26 5.65 

0.3 48.55 9.90 

0.4 30.85 10.17 1 .!IL! 

0.5 421 17 .R Iî.iltl 

LO 0.57 13.47 :!l .l& 

4.0 0.97 4.61 :!0.37 

6.0 4.35 6.50 1 li.57 

6.0 13.86 4.HO 

10.0 39.50 5.02 

18 
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rendimientos, se determinó la pro- 
ducción diaria de testosterona. (Fi- 
guras 1 y 2). 

A los 3 d se formó ADD funda- 
mentalmente, mientras que a los 4 
y 5 d aumentaron bruscamente las 
cantidades de testosterona al mis- 
mo tiempo que descendían las de 
la primera. Esto hizo pensar que 
o la transformación de ADD en AD 
y de este en testosterona es tan rá- 
pida que no se aprecia 0 que la trans- 
formación de ADD en testostero- 
na ocurre por una vía no conocida. 
A los 6 d disminuyeron un poco la 
concentración de testosterona. Se 
pudo notar que todo el tiempo las 
cantidades de .4D se mantuvieron 
constantes. 

Los mejores rendimientos de tes- 
tosterona se obtuvieron a los 5 d 

Teniendo en cuenta estos resul- 
tados, se decidió utilizar como 
sustratos biotransformantes a las 
ADD y AD purificadas,:fi’R en pre- 
sencia y ausencia de glucosa al 2 %, 
con la cepa B-3683 por ser la 
parental. 

Se comprobó que el colesterol 
sin glucosa produce ADD y con glu- 
cosa, testosterona en cantidades 
considerables (Tabla 4). La ADD 
como sustrato y la glucosa, forman 
AD y testosterona, mientras que sin 
la glucosa sólo se forma AD. 

Aparentemente con AD coma 
substrato, no se favorece ninguna de 
las reacciones de biotransfarmación. 

Estas resultados indican la posi- 
bilidad de que exista una vía no ca- 
nacida para la formación de la tes- 
tosterona a partir del colesterol y 
glucosa, o que en presencia de glu- 
cosa se rnanifieste un efecto de com- 
petencia de esta fuente de carbono 
con el sustrata esteroidal por el acep- 
tor final de las equivalentes de re- 
ducción, la cadena respiratoria, im- 
pidiendo que se produzcan reaccio- 
nes de oxidación (como la deshidro- 
genación) y se favorezcan las de re- 
ducción (formación de testastero- 
na).lg 

CONCLUSIONES 

La presencia de glucosa en las 
condiciones estudiadas, favorece la 
producción de ADD o testosterona 
por las cepas MycobacterizLm sp. 
NRRL B-3683 y EX-~. 

La formación de testosterona en 
el medio de cultivo estudiado (MK), 
tiene lugar a partir de un 0,5 % de 
glucosa. 

Con las dos cepas los mayores 
rendimientos de testosterona se ob- 
tienen con 2 y 4 % de glucosa. 

Tabla 3. Biotransformación del colesterol por la cepa Ex-4 en ttttbdto MK .v dtf(>- 
rentes concentraciones de glucosa. 

Variante ADD AD ‘rl~.~t,,.\t,.Itlli.l 

(%) 
- 

S1n glucosa 34.80 2.01 

0.5 0,9! 6.22 :!:l;i!c 

2.0 0.67 5.63 :17,i:i 

48 0.47 4.57 ‘z4.x 

6.0 

10,o 

30 

25 

20 

-D- ADD 

-.- AD 

-x- Testosterona 

-C- ADD 

W) -O- AD 

35 1 -X-Testosterona 

30 

25 

20 

15 

10 

5 

0 

0 1 2 3 4 5 6 

Tiempo (d) 

Z%g. 2. Variación de la concentración de ADD g testosterona cn PI fw7rt JXI C’qw b,‘.~ 4 

Tabla 4. Biotransformación del colesterol, AD y ADD ntrdkarttta la CY~~:I 
Mycobucterium sp. NRRL B-3683. 

sustratos ADD AD ‘li~Sli,Sl, ,/>,J:I 
_~__~ _ 

mg) 

Colesterol sin giucosa 15.40 1.53 

ADD sin glucosa 15,40 15,ll 

AD sin glucosa 1.05 24.94 
_ ._____~ _ 

Cuksterol + glrmsa 2.35 7.02 ll,:!.’ 

ADD + .glucosa 7.50 5,53 7 10 

AD + giucosa 1.11 21,83 
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 La mayor cantidad de testoste-
rona se produce a los 5 d .

La ADD  y  el  colesterol  como
sustratos  biotransformantes  en pre-
sencia de glucosa inducen la forma-
ción de testosterona y AD.

La AD como sustrato biotransfor-
mante en presencia y  ausencia  de
glucosa no favorece ninguna de las
reacciones de biotransformación de-
seadas.
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