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RESUMEN. Se estudió la influencia de la glucosa, lactosa y sa- 
carosa sobre la actividad esteroide 1,2-deshidrogenasa en extracto 
crudo de la cepa Mycobucterium sp.NRRL-B3683. Los resultados 
demostraron que la sacarosa y la lactosa no poseen ningún efecto 
significativo sobre la actividad enzimática en las condiciones estu- 
diadas, mientras que la glucosa, a concentraciones mayores de 0,5 %, 
la disminuye. 

ABSTRACT. The influente of glucose, lactose and sucrose on the 
steroid 1,2-dehydrogenase activity was studied in crude extract of 
Mycobacterium sp. NRRL B-3683 induced with sugar cane phy- 
tosterols. The results showed that lactose and sucrose do not have 
a significant effect on enzymatic activity, whereas glucose concen- 
trations higher than 0.5 % produce a decrease on this activity. 

INTRODUCCION 

La esteroide 1 ,Pdeshidrogenasa es una enzima clave 
en la ruta metabólica de biotransformación de fitosteroles por 
microorganismos, pues realiza la deshidrogenación en posi- 
ción l-2 del anillo esteroidal, ejemplo de ello es el caso de la 
transformaciónde 4-androsten-3,i 7-diona(AD) en 1,6andros- 
tadien-3,17-diona (ADD). 

La obtención de precursores esteroidales a partir de es- 
teroles de fuentes naturales empleando cepas de microorgan- 
ismos mutantes capaces de biotransformarlos, es un tema de 
creciente interés mundial en las últimas décadas por constituir 
una posibilidad real de obtención de materia prima para la 
síntesis de numerosas sustancias de gran aplicación en la in- 
dustria farmacéutica. 

A pesar de que no está totalmente definida la ruta meta- 
bólica del proceso de degradación de los esteroles, se han 
aislado dos enzimas que intervienen en reacciones funda- 
mentales dentro de la vía, pues son las que inician la modifi- 
cación y destrucción de la estructura cíclica de los com- 
puestos esteroidales: la esteroide 1,2-deshidrogenasa y la 
9a- hidroxilasa’ (Fig. 1). 

Mycobacterium sp. B-3683 es una cepa mutante ob- 
tenida por Marsheck y COI.,~ deficiente en la enzima 9a- 
hidroxilasa, que acumula ADD y AD en la biotransformación 
de los esteroles. Se ha estudiado el efecto que produce la 
adición de algunos azúcares en el medio de cultivo y se ha 
reportado que la sacarosa provoca una acción estabilizante y 
estimulante o una de las dos,3 mientras que al añadir glucosa 
se produce además de AD y ADD, testosterona.4-6 Teniendo 
en cuenta que estos resultados han sido obtenidos em- 
pleando para la biotransformación células enteras del mi- 
croorganismo, el objetivo de este trabajo estuvo encaminado 
a estudiar el efecto que tiene la presencia de dichos azúcares 
en la actividad esteroide 1,2-deshidrogenasa cuando se em- 
plean extractos crudos de dicha enzima. 

MATERIALES Y METODOS 

Cultivo del microorganismo 
Se empleó la cepa Mycobacterium sp. NRRL B-3683, 

donada por el Departamento de Química de la Universidad de 
la Columbia Británica. 

Para obtener la biomasa se partió de cultivo líquido en 
medio Marsheck,2 y se añadió la mezcla de fitosteroles de la 
caña de azúcar a una concentración de 1 mg/mL como fuente 
de carbono para la inducción de la esteroide 1,2-deshidro- 
genasa. 

Preparación del extracto enzimático 

La biomasa obtenida se resuspendió en amortiguador 
TRIS 0,i mol/L pH 8,2 en una proporción 1:2 (PN). Posterior- 
mente, se rompió por sonicación a intervalos de 30 s con un 
tiempo efectivo total de 15 min . Por centrifugación se se- 
pararon los restos de células del sobrenadante. Este extracto 
celular se sometió a diálisis en columnas PD-lo. Todo este 
proceso se realizó a 4 OC . La actividad enzimática se deter- 
minó por triplicado según método reportado anteriormente.7 

Las concentraciones estudiadas de los azúcares fueron 
las siguientes: 

Glucosa: 0,2;0,5;2y8%. 
Sacarosa:2 ,6yl Og IL. 
Lactosa: 0,2;0 ,5;2 ;4y8%. 

Análisis estadístico 

En el procesamiento estadístico de los resultados se 
aplicó el análisis de varianza de clasificación simple (ANOVA- 
1) y la prueba de Duncan cuando existían diferencias signifi- 
cativas.’ 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Se observó que la glucosa a concentraciones de O,2 y 
0,5 % no ejerce ningún efecto sobre la enzima (Tabla 1), sin 
embargo, a medida que aumenta por encima de estos valo- 
res, disminuye la actividad diferenciándose significativamente 
con respectoa la muestraen ausenciade azúcaresA2y8% 
de glucosa la actividad es menor y significativamente diferen- 
te del resto de los valores encontrados. Estos resultados pu- 
dieran explicarse teniendo en cuenta el mecanismo de regu- 
lación de las reacciones redox propuesto por Gachok y col.,’ 
para la 1,2-deshidrogenación de los esteroides en presencia 
de un sustrato endógeno en el medio de cultivo. Dichos au- 
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tores señalan que las reacciones de oxidación están determi- 
nadas en gran medida por el estado del cofactor que se en- 
cuentra unido a la enzima. Al ser los azúcares fuentes de car- 
bono que proporcionan equivalentes de reducción en la 
célula, ya sea por vía glicolítica o por la vía de la hexosa-fos- 
fato, esto provoca que se establezca una competencia entre 
la esteroide y el azúcar por el aceptor final de equivalentes de 
reducción, impidiendo de esta forma las reacciones de oxi- 

dación de los esteroides. Estos resultados podrían explicar 
por qué en presencia de glucosa en el medio de cultivo el My- 
cobacterium s . NRRL B-3683 produce testosterona además 
deADyADD,&’ ya que al ocurrir una disminución de la activi- 
dad de la l,Pdeshidrogenasa, es menor la cantidad de AD 
que se transforma en ADD. La formación de testosterona se 
explica por un incremento de la actividad 17-óxido-reductasa, 
la cual se ve favorecida en presencia de glucosa.6”0 
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Fig. 1. Reacciones catalizadas por la esteroide 1,2_deshidrogenasa y la Sa-hidroxilasa. 

TABLA I 
Resultados de la prueba de Duncan 

en el estudio de la influencia de la glucosa 
sobre la actividad esteroide 1,Bdeshidrogenasa 

en la cepa B-3683 

Glucosa Actividad enzimática 

W) (nmol min-’ mC’) 

010 ,27a 

032 9,97a 

075 9,43ab 

2,W 63’ 

8,053 82’ 

p < 0,05. 

Según los resultados del procesamiento estadístico apli- 
cado, no se observarondiferenciassignificativasentre las dife- 
rentes concentraciones de lactosa y sacarosa estudiadas y la 
muestra control (Tablas ll y III), ya que en ambos casos el 
valor de F calculado resultó menor que el valor crítico, lo que 
a su vez, permitió afirmar que en las condiciones estudiadas 
estos azúcares no ejercen ningún efecto sobre la actividad 
esteroide 1,2-deshidrogenasa en la cepa B-3683, resultado 
que coincide con los obtenidos anteriormente, pues se pro- 
ducen los mismos rendimientos en la biotransformación en 
presencia o ausencia de lactosa y sacarosa en el medio de 
cultivo.” 

Sin embargo, se debe señalar que Pinheiro y Cabra1 en- 
contraron que altas concentracionesde sacarosa no aumentan 
la actividad A’-deshidrogenasa inicial, aunque sí incrementan 
la estabilidad de la enzima de Arthrobacter simplex en solven- 
tes orgánicos. 
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TABLA II 
Resultados del ANOVA- en el estudio de la influencia 

de la sacarosa sobre la actividad esteroide 
1,2-deshidronenasa en la cepa B-3663 

Glucosa Actividad enzimática F( 95 %) 

(“~) (nmol min-’ mC’) 

07, 87 

Calculado Crítico 

0,126 8,84 
096 7,72 

1.07. 42 

p < 0,05. 

TABLA III 
Efecto de la lactosa sobre la actividad 

esteroide 1 ,Bdeshidrogenasa en la cepa B-3683 

Glucosa Actividad enzlmática F( 95 %) 

(“/) (nmol min-’ mC’) 

Calculado Crítico 

06, 94 

02 6,76 

035 6,82 1,495 4,68 

ZO6, 59 

8,06, 98 

p < 0,05. 

CONCLUSIONES 

La presencia de glucosa a concentraciones mayores del 

0,5 % disminuye la actividad esteroide 1,2-deshidrogenasa de 

Mycobacterium sp. NRRL B-3683. 

No se detectó efecto alguno de la sacarosa y la lactosa 

sobre dicha actividad enzimática a las concentraciones estu- 

diadas. 
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