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RESUMEN. Se estudié la influencia de la fuente de nitrégeno en
el proceso de biotransformacion de los fitosteroles de la cafa de
azicar y en el crecimiento de la cepa Mycobacterium sp. NRRL B-
3683. De los aminodcidos ensayados, solo la citrulina beneficio la
formacion de androstadiendiona (ADD). La urea, la glicilglicina,
el huevo en polvo y el nitrato de sodio, beneficiaron significati-
vamente la produccion de ADD.

ABSTRACT. The influence of nitrogen sources in cultures of My-
cobacterium sp. NRRL B-3683 was investigated by means of the
bioconversion of sugar cane phytosterols to androstadienedione
(ADD) and growth. The citrulin was the only aminoacid that en-
hanced the bioconversion to ADD. Also the urea, glicil-glicine,
egg powder and sodium nitrate were good to produce ADD.

INTRODUCCION

Los medios de cultivo constituyen un aspecto importante
en cualquier proceso de biotransformacion, *# especialmente
en la transformacion de esteroides.® La fuente de nitrogeno
es de particular importancia para el crecimiento microbiano,
asi como para la produccion de sustancias de naturaleza pro-
teica, como las enzimas.' Se considera que una buena pro-
duccién de biomasa microbiana y por consiguiente, de enzi-
mas en general y las biotransformantes de esteroides en par-
ticular, contribuyen sobremanera al éxito de la produccion de
compuestos esteroidales.’

Aunque se conocen multiples medios de cultivo para
biotransformar sustratos esteroidales con la cepa Mycobac-
terium sp. NRRL B-3683,4-7 aun no se han dado a conocer
las caracteristicas nutricionales de esta cepa, de ahi que se
desconozca la posible influencia de las fuentes de nitrogeno so-
bre el crecimiento microbiano y la biotransformacion de esteroles.

Por ello, el objetivo de este trabajo fue el de estudiar la
influencia de varias fuentes de nitrogeno en un medio sin-
tético sobre la transformacion microbiologica de los fi-
tosteroles de la cafia de azucar, utilizando la cepa Mycobac-
terium sp. NRRL B-3683.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo

Se empled la cepa Mycobacterium sp. NRRL B-3683, la
cual produce, preferentemente, androstadiendiona (ADD) con
trazas de androstendiona (AD), que se conservo en agar nu-
tritivoc on glicerol al2%.

Condiciones de cultivo

Colonias puras de la cepa se cultivaron en sendos tubos
de agar nutritivod urante3d.D  os azadas,s es ubcultivaron
en el medio empleado por Conner y col.,® suplementado con
glicerol al 0,5 % y Tween 80 (0,7 %). El cultivo se agité a
200 r/min, 30 °C durante 48 h, luego, se centrifugé a
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7 000 r/min durante 10 min, se lavd con una soluciéon de
Tween 80(0 ,7 %) y se volvio a centrifugar en iguales condi-
ciones. Posteriormente, se agito hasta su homogeinizacion to-
tal. Los frascos donde se llevé a cabo la biotransformacion se
inocularon con el 10% (V/V).

Biotransformacion

Se utilizé el medio de cultivo salino siguiente (1L): Fruc-
tosa 10g, NaCl 5 g, fuente de nitrégeno 1 g, K2HPQO4 0,5 g,
KHz2PO4 0,5 g, FeSO4 - 7H20 0,1 g, MgS04 - H20 0,1 g;
CaClz 0,1 g, MnSO4 - H20 0,05 g, extracto de levadura
(Oxoid) 0,5 g, el pH se ajustdé a 7. Como sustrato se utilizo
mezcla de fitosteroles de cafia de azucar con un 80% de
pureza y como tensioactivo, Tween 80a 1 g L respecti-
vamente. Estas mezclas después de ser esterilizadas, se ho-
mogeneizaron mediante ultrasonido y se adicionaron asépti-
camente en el momento de inocular el cultivo. Se mantuvo la
agitaciona2 00 r/minya3 0 °C durante6d.

Determinacion de ADD y AD

De los cultivos estériles se extrajo el AD y el ADD con
acetato de etilo (4 x 100mL) y se determinaron mediante cro-
matografia liquida de alta resolucion, empleando un detector
UV a 254 nm, una columna de fase reversa RP-18 de 5 mm
(125 X 4) (Merck), el sistema de solventes que se uso fue una
mezcla agua-metanol 35:65 y un flujo de 1,5. Se utilizé 17 a-
metiltestosterona como patrén interno.

Anélisis estadistico

Los experimentos se realizaron por triplicado y los resul-
tados se compararon mediante el analisis de varianza simple
yl ap ruebad eD uncan.’

RESULTADOS

Los resultados demostraron que tres de los aminoacidos
empleados (Tabla 1) no contribuyen a la realizacion del
proceso de bioconversion (triptéfano, asparagina y prolina),
sino que mas bien, provocan algun tipo de inhibicion o



represion de enzimas que impiden la produccion de precur-
sores esteroidales.

Es de sefialar que en presencia de hidroxiprolina se pro-
dujeron pequefias cantidades de ADD y AD, lo cual contrasto
con los resultados negativos que se obtuvieron al emplear la
prolina como unica fuente de nitrégeno.

TABLA |
Efecto de la adicion de aminoacidos como tnica fuente
de nitrégeno en la biotransformacion de fitosteroles
por Mycobacterium sp. NRRL B-3683

Compuestos AD AD Total
(mg - L)

L-citrulina 133,1(a) 20,5 153,6
B-alanina 46,3(b) 16,7 63,0
L-histidina 43,8(b) 12,2 56,0
L-tirosina 37,0(bc) 14,2 51,2
L-hidroxiprolina 30,2(bc) 6,2 36,4
L-arginina 29,9(bc) 8,1 38,0
L-creatina 24,2(bc) 024 2
L-valina 16,2(c) 52 214
L-leucina 14,5(c) 17,1 31,6
L-fenilalanina 13,3(c) 10,3 23,6
Glutamina 12,5(c) 7,9 20,4
L-cisteina 5,0(d) 28 7,8
L-cistina 1,7(d) 2,7 5,4
L-metionina 1,2(d) 1,1 2,3
L-asparagina 0 00
L-prolina 0 00
L-triptofano 0 00

Letras diferentes indican que existen diferencias significativas
de acuerdo con la prueba de Duncan (p < 0,05).

El mejor aminoacido para la biotransformacion, fue la
citrulina que permitio la formacion de 153 mg - L de producto
total biotransformado. El resto de los aminoacidos estuvo muy
por debajo, es decir, a menos de la mitad de la cantidad de
ADD producida.

En presencia de cistina y leucina, se produjo mas AD
gue ADD, aungue los valores resultaron bajos y proximos en-
tre si. Por otro lado, la creatina fue el tinico aminoacido que
beneficio solo la produccion de ADD.

La adicion de fuentes organicas complejas utilizadas
como Unicas fuentes de nitrogeno (Tabla Il), no beneficiaron
el proceso de biotransformacion para esta cepa microbiana.

Entre las que contribuyeron a la obtencion de los me-
jores resultados, se encuentra el huevo en polvo, el cual fa-
vorecio en dos veces mas la produccion de ADD con relacion
a los extractos de carne y levadura, las peptonas proteosas,
bacteriologica y cubana, asi como la leche en polvo comercial
y descremada.

El dipéptido glicil-glicina y la urea resultaron las mejores
fuentes de nitrdgeno para la produccion de ADD.

De las sales inorganicas, el nitrato de sodio resultd la
mejor fuente de nitrogeno. Su emPIeo garantizo exclusi-
vamente la producion de 174,4 mg L~ promedio de ADD.
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TABLAII
Efecto de la adicién de fuentes de nitrogeno organicas
en la biotransformacion de fitosteroles
por Mycobacterium sp. NRRL B- 3683

Compuesto ADD AD Total
(mg.L")

Urea 182.,8(a) 018 2,8
Glicil-glicina 170,7(b) 0 170,7
Huevo en polvo 125,0(c) 6.2 130,9
Extracto levadura
(Oxoid) 56,0(d) 15,0 71,0
Proteosa peptona
(Oxoid) 28,3(e) 189 47,2
Peptona cubana 26,1(e) 8,5 34,6
Peptona
bacteroiologica
(Oxoid) 241(ef) 137 37,8
Extracto de carne
(Oxoid) 234(ef) 27 26,1
Lechg—; descremada
(Oxoid) 14,1(f) 8.6 22,7
Leche en polvo
(comercial) 10,5(g) 43 14,8

Letras diferentes indican que existen diferencias significativas
de acuerdo con la prueba de Duncan (p < 0,05).

DISCUSION

En el proceso de biotransformacion de esteroles se han
empleado desde sales inorganicas de amonio, como fosfato
(mono y diaménico),'® sulfato,'" cloruro'? y acetato'® hasta
fuentes organicas complejas, como licor de remojo del maiz y
extracto de carne,'* proteina digerida enzimaticamente,* pep-
tona,'® extracto de carne y pemona16 ym ielye xtractod el e-
vadura.'®'7 gin embargo, los aminoacidos (Tabla I) no son
fuentes de nitrogeno que beneficien significativamente el
proceso de bioconversion de los fitosteroles en ADD.

Los aminoacidos se forman a partir de familias biosintéti-
cas.'® La produccion de ADD en presencia de glutamina, ar-
ginina y prolina que se forman del glutamato, no fue superior
alos 30 mg - L. Uno de ellos no favorecié la bioconversion.
Con esto se puede suponer que su efecto fue negativo, ten-
iendo en cuenta su sustitucion por nitrato de sodio.

La metionina y la asparagina, que pertenecen a la familia
del acido aspartico, no contribuyeron a la biotransformacion.
Sin embargo, la asparagina se usa como fuente de nitrégeno
para el crecimiento de las micobacterias, ® lo cual pudiera
hacer pensar que seria una buena fuente para favorecer la bi-
conversion, pero no resulto lo que se esperaba.

La familia de los aminoacidos aromaticos, integrados por
tirosina, ftriptéfano y fenilalanina, tampoco fueron buenas
fuentes, ya que los resultados que se obtuvieron no llegaron a
40mg L' de ADD, ni a mas de 15 mg L' de AD; con la ob-
servacion de que el triptofano no favorecio la formacion de
estos precursores. La cisteina, de la familia de la serina, tam-
poco fue buena fuente. La leucina y la valina, de la familia del
piruvato, no arrojaron valores apreciables, aunque si supe-
riores a los aminoacidos anteriormente mencionados.

Por otra parte, la ornitina, citrulina y arginina forman
parte del ciclo de la urea, iniciandose éste cuando la omitina y
el carbamil-fosfato se unen por la accién de la ornitin-carba-



miltransferasa para formar la citrulina, la que en presencia de
aspartato y bajo la accion de la arginino-succinato-sintetasa
forma el arginosuccinato que es escindido por la arginino-suc-
cinato-liasa para producir fumarato y arginina, y esta ultima,
mediante la accion de la arginasa forma ornitina que cierra el
ciclo, y urea.

Este ciclo, se ha explicado a partir de las experiencias
acumuladas con células de eucariontes, pero se desconoce si
se comporta de igual forma en procariontes. Pudiera ocurrir,
que mediante algun mecanismo bioquimico a partir de la
citrulina se forme urea, siendo la responsable de provocar
efectos beneficiosos en la biotransformacion de los fi-
tosteroles, ya que con la citrulina se mejoraron varias veces
los resultados si se comparan con cualquier otro aminoacido
de los ensayados.

Otras fuentes de nitrégeno organicas suelen emplearse
en muchos medios de cultivo como se habia mencionado an-
teriormente. Sin embargo, su influencia sobre la produccion
de ADD y AD, no fue la mejor para esta cepa (Tabla Il). Entre
las que beneficiaron la formacidn de estos precursores, se en-
cuentra el huevo en polvo. Este, se usa mucho en la confec-
cion de medios de cultivo para el mantenimiento de las espe-
cies del género Mycobacterium formando iparte de dos de los
medios mas usados_Lowenstein-Jensen®' y UIT.?? No ob-
stante, Imada y col.”™> emplearon la yema de huevo en la
biotransformacion de esteroles, con dos cepas diferentes de
este género y obtuvieron muy buenos resultados.

La glicil-glicina y la urea resultaron las mejores fuentes
organicas de nitrégeno para la produccién de ADD. Es bueno
destacar que en presencia de estos dos nutrientes no se
forma AD; sin embargo, el resto de las fuentes facilitaron la
formacion de este compuesto con relaciones ADD:AD que
fueron desde 1:0,05 hasta 1:0,5, lo cual puede indicar que en
cierta medida estas fuentes no favorecen del todo el mecan-
ismo de accion de la enzima 1,2-deshidrogenasa porque se
acumulan ciertas cantidades de AD, que es el compuesto pre-
cursor inmediato del ADD.

Las sales inorganicas empleadas como fuentes de ni-
trogeno presentan entre otras ventajas, que son mejores de
conservar en comparacion con las fuentes organicas de ni-
trogeno, garantizan una formulacion mas estable del medio
de cultivo y ademas, son mas baratas.”” De ellas, el nitrato de
sodio resultéd la mejor fuente de nitrogeno y produjo exclusi-
vamente, un promedio de 174,4 mg - L de ADD. Ademas, es
conveniente destacar que ninguno de los nitratos favorecio la
formacion de AD (Tabla Ill), lo que indica, en cierta medida, el
efectozgositivo del i6n nitrato en este sentido. Segun Tsuka-
mura,”” este i6n puede ser asimilado por algunas especies de
micobacterias e Imada y col.?® han utilizado el nitrato de sodio
en las bioconversiones con este tipo de microorganismos.

TABLA I
Efecto de la adicion de fuentes de nitrogeno inorganicas
en la biotransformacion de fitosteroles
por Mycobacterium sp. NRRL B- 6383

Compuesto ADD AD Total
(mg- L")
NH4NO3 22,3(bc) 022 3
(NHa)2HPOs  29,3(b) 5,4 34,7
(NH4)2S04 10,4(cd) 55 15,9
NH4CI 8,1(d) 4.6 12,7
NaNO3 174,4(a) 017 4.4
KNO3 15,3(cd) 015 3

Letras diferentes indican que existen diferencias significativas
de acuerdo con la prueba de Duncan p < 0,05).
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Por otra parte, los resultados correspondientes al empleo
de nitrato de sodio y de potasio, demuestran gue la primera
sal resulta diez veces superior en relacion con la produccion
de ADD, lo que sugiere una influencia positiva del ion sodio
en el proceso.

CONCLUSIONES

De los aminoacidos ensayados, la citrulina fue capaz de
beneficiar la produccién de ADD y AD a parir de los fi-
tosteroles de la cana de aztcar, el resto de ellos rindieron po-
cas cantidades de estos precursores. Casi todos los ami-
noacidos permitieron la formacién de ADD y AD, en relacio-
nes que variaron desde 1:0,15 hasta 1:1.

De las fuente organicas ensayadas, la urea y la glicil-
glicina resultaron las mejores, ya que permiten obtener exlusi-
vamente, las mayores cantidades de ADD, seguidas por el
huevo en polvo.

Las fuentes inorganicas de nitrégeno presentaron tam-
bién diferencias, siendo entre ellas la mejor, el nitrato de so-
dio, el que a su vez, produce diez veces mas ADD que el de
potasio. Las fuentes de nitrato producen exclusivamente sélo
este precursor.
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