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RESUMEN

Se optimizé por primera vez la composicién de un medio de cultivo sintético para obtener androstendiona a partir
del colesterol y con el empleo de la cepa mutante Mycobacterium sp. MB-3683. Se estudié la influencia de 5
fuentes de carbono y 9 fuentes de nitrégeno en la produccién de androstendiona y el crecimiento y se obtuvo que
el glicerol y el nitrato de sodio respectivamente fueron las mejores fuentes. Se empleé un disefio compuesto
central bidimensional con a=1.5 para optimizar las concentraciones de nitrégeno y fosfatos. Se obtuvo el éptimo
para el crecimiento y la producciéon de androstendiona a una concentracién inicial de 5 g/L de nitrato de sodio y
0.7 g/L de fosfatos (acido y didcido de potasio) con glicerol al 2% y pH 6.
Palabras claves: biotransformacion de esteroles, medio de cultivo sintético, optimizacién,
disefio compuesto central, micobacteria, androstendiona
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ABSTRACT

Optimization of synthetic culture medium for androstenedione production from cholesterol by Mycobacterium
sp. MB-3683. Optimization of the composition of the synthetic medium employed to obtain androstenedione
from cholesterol in batch cultures of a mutant strain Mycobacterium sp. MB-3683 has been studied for first time.
The influence of five carbon and nine nitrogen sources on the AD production and growth were studied. Glycerol and
sodium nitrate were respectively the best sources. The concentration of nitrogen and phosphates were optimized by
the central composite design (a=1.5). This showed that optimal AD production and growth were obtained at initial
concentration of 5 g/L NaNO; and 0.7 g/L phosphates (K;HPO, y KH.PO,) with glycerol at 2% and pH 6.
Keywords: biotransformation of sterols, synthetic culture medium, optimization,
central composite design, mycobacteria, androstendione

Introducciéon

El disefio de medios de cultivos 6ptimos parael desa-
rrollo de procesos fermentativos es un aspecto de suma
importancia. Para ello se utilizan las técnicas de dise-
fio experimental, pues con la menor cantidad posible
de experimentos se puede estudiar la influencia de
varios factores y diferentes concentraciones de
nutrientes sobre un proceso dado, que pudieraser por
giemplo el crecimiento maximo del microorganismo o
la produccién méxima de un metabolito de interés.

Usualmente el medio de cultivo que se emplea
parallevar acabo labiotransformacion de esteroides
debe proporcionar un crecimiento abundante del
microorganismo en estudio. Sin embargo, la
naturaleza del sustrato esteroidal puede influir en el
medio seleccionado, de ahi que la composicion del
medio de cultivo influya en la bioconversién [1].
Por ello, el desarrollo de un medio de cultivo
apropiado puede garantizar un rendimiento 6ptimo
de labioconversion.

El Tall oil polaco (subproducto de la industria
maderera) y el b-sitosterol fueron biotransformados
por Mycobacterium sp. MB-3683 [2, 3] utilizando
un medio de cultivo complejo. De ahi que no se haya
notificado aln el empleo de un medio de cultivo 6p-
timo para biotransformar esteroles empleando esta
cepa. Borrego y cols. [4] publicaron lainfluencia de
algunas vitaminas e iones sobre la bioconversion del
colesterol usando este mutante, que lo cultivaron en
un medio sintético.

. Autor de correspondencia

El presente trabajo describe el desarrollo y
optimizacion de un medio de cultivo sintético para
producir androstendiona (AD) a partir del colesterol
en cultivo discontinuo usando la cepaMycobacterium
sp. MB-3683.

Materiales y métodos

Microorganismo

Mycobacterium sp. MB-3683 es un mutante que de-
grada la cadena lateral de los esteroles para producir
4-androsten-3,17-diona (AD) como producto mayo-
ritario [2, 3, 4]. En comparacion con las cepas de
referencia Mycobacterium vaccae SN 920y SN 994,
procedentes del Laboratorio de Referencia para el
género de Centro de Investigacion Borstel, Alemania,
confirmaron que Mycobacterium sp. MB-3683 esun
miembro delaespecie M. vaccae[5]. Cuando serea-
liz6 ladigestion con las endoglucanasaBsty Hael ll,
el producto amplificado que se obtuvo fue el gen
hsp65 , que se usa en la diferenciacion de cepas de
micobacterias. Se demostrd asi que existe similitud
entre las tres cepas comparadas [6].

Medios de cultivo

La cepa se conservd en sendos tubos de Agar
Nutriente (OXOID) suplementado con glicerol a 2%.
Parael in6culo se empled e medio decultivo publicado
por Conner y cols. [7] suplementado con glicerol
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(0.5%) y Tween 80 (0.7%) apH=7 (CNE). El medio
basal parala produccion de AD estd compuesto para
1 litro por: NaCl 5 g, K.HPO, 0.5 g KH,PO, 0.5 g,
MgS0.,.7H.0 0.1 g, FeSO..7H,0 0.1 g, CaCl 0.1 g,
MnSO,..H.O 0.05 g, pH=6. Este medio tenia
(NH,),S0, (0.1%) para estudiar la influencia de las
fuentes de carbono en la biotransformacion y glicerol
(1%) al estudiar las fuentes de nitrégeno, cuyas con-
centraciones se gjustaron a 0.16 g/L de nitrégeno.

La suspension de colesterol se preparé con 50 mg
decolesterol (Merck, Alemania), 1 mL deunasolucion
de Tween 40 (15%) y 4 mL de agua. Esta suspension
se esterilizé a 121 °C durante 15 min y se adicion6 a
50 mL de medio basal en condiciones de asepsia para
contar con una concentracién final de colesterol y
Tween 40 de 1y 3 g/L respectivamente [4, 8].

Cultivos

Lacepasecultivé en e medio CNE durante48ha30 °C
en zaranda (200 r/min), posteriormente el cultivo se
centrifugd a 7000 r/min por 10 min, € precipitado se
lav con una solucion estéril de Tween 80 (0.7%) y se
volvié a centrifugar en iguales condiciones. La biomasa
resultante se suspendié en una solucion de Tween 80y
se homogeneiz6 por agitacion. Setomaron 5 mL de esta
suspension de cultivo para inocular 50 mL del medio
basal con colesterol que se encontraba en matraces de
300 mL. Los cultivos se incubaron a 30 °C en zaranda
orbital 2200 r/min durante 6 dias, a cabo deloscualesse
extrajeron 5 mL. Estos cultivos posteriormente se
esterilizaron a 121 °C por 30 min [4].

Determinaciéon de esteroides

Los cultivos estériles se acidificaron a pH=2 con
HCI (3 mol/L) y se extrajeron con acetato de etilo 4
veces (4 x 100 mL). Los extractos se secaron con
sulfato de sodio anhidro, sefiltrarony se evaporaron
al vacio. La determinacion de AD a partir del crudo
obtenido se realiz6 mediante cromatografia liquida
de alta resolucién (HPLC), empleando un detector
UV a254 nm, una columnade fase reversaRP-18 de
5mm (125 X 4) (Merck, Alemania), el sistema de
solventes que se uso fue una mezcla agua-metanol
(35:65, v/v) y un flujo de 1.5 mL/min. Se utilizé
17a-metiltestosterona como patrén interno.

Determinacién del crecimiento

Los 5 mL que se extrajeron de cada cultivo se
centrifugaron en las condiciones descritas anteriormente.

La biomasa se lavo 2 veces con agua destilada y por

ultimo se suspendi6 en 2 mL de unasolucién de NaOH

(3moal/L) y 1 mL de agua destilada, después se calent6
en un bafio a100°C por 10 miny se dejo reposar hasta
suenfriamientototal. En el sobrenadante sedeterminaron
las proteinas por € método de Lowry [9].

Evaluacién de experimentos

Todos los experimentos se realizaron con 3 réplicasy
losresultados se analizaron estadisticamente mediante
ANOVA-1y prueba de Duncan [10].

Disefio de optimizacién
Para optimizar la composicién del medio de cultivo se

andizd la influencia de diferentes factores sobre el
crecimiento y la produccion de AD. Las concentracio-
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nes de las fuentes de nitrogeno (NaNO;) y fosfatos
(K:HPO, y KH,PO,) se optimizaron mediante un Plan
Compuesto Central Bidimensiona (PCCB) cona=1.5
[11] y para €llo la fuente de carbono que se usd fue
glicerol (2%) y colesteral 1 g/L (Tabla 1). Este modelo
sigue unaecuacion (1) donde Y . €S un estimado que
responde alos factores X; (NaNOs) y X (fosfatos).

Y:b(] + b1X1 +b2X2 +b11X12 "’bzzxz2 +b12X 1X2 (l)

Todos los experimentos se realizaron por
triplicado para contar con suficientes grados de
libertad y poder estimar la pureza experimental. El
modelo lineal que se empled fue el sistema Statics
paraWindows, Version 4.5.

Resultados y Discusion

Seleccion de las fuentes de carbono y
nitrégeno

Lasfuentesdecarbonoy nitrégeno que se usaron en este
estudio se seleccionaron de los informes de Tsukamura
[12] Herreray cols. [13, 14]. Se emplearon 5 azlicares
(glicerol, glucosa, fructosa, lactosay sacarosa) paramedir
e crecimientoy laproduccion de AD. Laconcentracion
inicial de 1% se mantuvo paratodos|os casosy se usd
sulfato de amonio a 0.1% como fuente de nitrégeno.

Los rendimientos de AD que se obtuvieron con €
empleo de los diferentes azlicares se compararon con €l
que se obtuvo &l utilizar solamente colesterol (Tabla2).
L os rendimientos mayores se obtuvieron con glicerol y
glucosa, entre los que no se detectaron diferencias
significativas, seguidos por fructosa, la cua estimuld
significativamente & crecimiento (equivdente a5 g/L de
biomasa, correlacion de 0.997). En presencia de lactosa
y sacarosa e rendimiento de AD fue similar d que se
obtuvo con colesterol, de ahi que estos azlicares no
estimularon € proceso de biotransformacion esteroidal .

Lainfluencia de los azlcares sobre |a bioconversion
de esteroides puede deberse ados razones. Laprimera
estarelacionada con el hecho de que estas fuentes pue-
den estimular e crecimiento microbiano y lasegundaa
gue pueden actuar como inductores o represores del
sistema enzimatico responsable del proceso de
biotransformacion [15]. En €l caso de la fructosa esta
publicado que estimulalaagregacion celular y por tanto
a ser los agregados muy grandes los rendimientos de
AD disminuyen porque €l sustrato esteroidal esta me-
nos accesible para aquellas células que estan en € cen-
tro del agregado [16].

Tabla 1. Condiciones experimentales del Plan
Compuesto Central Bidimensional con a= 1.5

Exp. (X,) NaNO3 (g/L) (X,) Fosfatos* (g/L)
1 3.34 0.5
2 6.66 0.5
3 3.34 0.9
4 6.66 0.9
5 2.51 0.7
6 7.49 0.7
7 5.0 0.4
8 5.0 1.0
9 5.0 0.7

*K,HPO, y KH,PO , estan en concentraciones similares.
Nota: Glicerol al 2% se usé como fuente de carbono

Colesterol se usé al 0.1% (p/v) disuelto en Tween 40 al 0.3% (p/r
pH inicial se ajusté a 6.
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Tabla 2. Influencia de diferentes azlicares (1%) sobre la
produccién de AD y el crecimiento de la cepa
Mycobacterium sp. MB-3683

Azucares Yp/s (%) Proteinas + DE (mg/mlL)
Control - 0.07 £ 0.01 (c)

No azucar* 14.4 (c) 0.08 +0.01 (c)
Glicerol 38.1 (a) 0.28+ 0.02 (b)
Glucosa 36.4 (a) 0.20 + 0.03 (b)
Fructosa 26.0 (b) 0.48 + 0.02 (a)
Lactosa 14.3 (c) 0.09 £0.01 (¢)
Sacarosa 14.2 (c) 0.11 £0.02 (c)

Control: no se le adicioné ningun azucar ni colesterol.
*Sélo se adicioné colesterol al 0.1% (p/v) disuelto en Tween 40
al 0.3% (p/v).
Yp/s- Rendimiento producto/sustrato anadido = (mg AD obtenido/mg
colesterol anadido) x 100.
DE - Desviacién estandar
n=3
Notas: Se adicioné como fuente de nitrégeno (NH,),SO, al 0.1%.
pH inicial se ajusté a 6
0.07g/L de proteina fueron equivalentes a 0.87 g/L de biomasa
(correlacion = 0.997, p £0.05)
(b) y (c) son significativamente diferentes de (a)
(prueba de Duncan p £ 0.05).

Se estudiaron 9 fuentes de nitrogeno utilizando
como fuente de carbono el glicerol (1%) y la concen-
tracion de nitrégeno sefij6é a0.16 g/L. Frenteal nitrato
de sodio se obtuvieron los rendimientos mayores de
AD seguido por urea y nitrato de potasio. Ademés
urea y acetato de amonio estimularon significativa-
mente € crecimiento (la concentracion de proteinas
fueequivalentea4.1y 4.5 g/L de biomasa, respectiva-
mente) (Tabla 3).

Este resultado concuerda con el informado por
Imaday cols. [17] que usaron nitrato de sodio en la
bioconversion del colesterol con el empleo de
diferentes cepas de micobacterias con buenos
resultados. También Herreray cols. [14] obtuvieron
los mayores rendimientos de AD utilizando nitrato
desodioy ureaen labiotransformacion defitosteroles
de cafia de azlcar para otro mutante de micobacteria,
Mycobacterium sp. NRRL B-3683.

Tabla 3. Influencia de las fuentes de nitrégeno sobre la
produccién de AD y el crecimiento de la cepa
Mycobacterium sp. MB-3683

Fuente de nitrégeno Yp/s (%) Proteinas + DE
(mg /mL)

NaNO, 36.4 (a) 0.28 + 0.02 (ab)

Urea 35.8 (a) 0.33 £0.01 (a)

KNO, 35.2 (q) 0.25 £ 0.02 (b)

Acetato de amonio 20.7 (b) 0.36 £0.01 (a)

NH,NO, 0.9 (c) 0.05 + 0.01 (¢)

(NH,),SO, 0.4 (c) 0.09 £ 0.01 ()

NH,CI 0 0.07 + 0.01 (¢)

NH,H,PO, 0 0.07 + 0.01 (¢)

(NH,) ,HPO, 0 0.07 + 0.01 (¢)

Yp/s- Rendimiento producto/sustrato aiadido = (mg AD
obtenido/mg colesterol afadido) x 100.

DE- Desviacién estandar
Notas: Nitrégeno se mantuvo constante a 0.16 g/L.

Glicerol se usé a 1%

pH inicial se ajusté a 6

n=3

0.07g/L de proteina es equivalente a 0.87 g/L de biomasa
(correlacién = 0.997, p £0.05)

(b) y (c) son significativamente diferentes de (a) y (ab) (pruebade
Duncan p£ 0.05).

L as salesde amonio, con laexcepcion del acetato de
amonio, resultaron ser |as peores fuentes de nitrégeno
paralaproduccionde AD y €l crecimiento microbiano.
Mientras que las sales de nitrato, con la excepcion del
nitrato de amonio, fueron las mejores. Este efecto
positivo de las sales de nitrato pudiera deberse a la
estimulacion de la enzima nitrato-reductasa bajo las
condiciones experimentales establecidas. Se plantea
gue varias especies de micobacterias son capaces de
utilizar eficientemente urea, nitratosy nitritos[12,18-
20] mediante la via de la nitrato y nitrito reductasa
para obtener amonio [21].

Optimizacién de la concentracién inicial de
NaNO:; y fosfatos en el medio de cultivo
sintético

A partir de los resultados que se obtuvieron
anteriormente se consider6 que el glicerol y nitrato
de sodio son las fuentes de carbono y nitrégeno a
utilizar en el medio de cultivo sintético que se
propone en este estudio. Laglucosay laureapudieran
emplearse, perolaconcentracion de glucosano debiera
ser superior al 1% pues estimula la produccién de
testosterona. Se conoce que en las micobacterias la
glucosa brinda aceptores electronicos tanto por la
viaglicoliticacomo por ladelas hexosas monofosfato
[22]. Por estarazén en la cadenarespiratoriase vaa
establecer una competencia entre la glucosa y el
sustrato esteroidal para obtener aceptores de
electrones. La glucosa evita las reacciones de
oxidacion y favorece las de reduccion. De ahi que
cuando este azUcar es adicionado a medio de cultivo
en concen-traciones superiores al 1% se incrementa
la actividad de las enzimas 17-oxidoreductasa y 3-
cetoesteroide-1,2-reductasa [23, 24]. También la
presencia de urea junto a la glucosa en el medio
estimula alin més la formacién de testosterona [24].

Resultados que se obtuvieron previamente a través
de otros disefios experimentales demostraron que los
rendimientos de AD no disminuyen a emplear glicerol
al 2% apH=6. Ademas se demostrd que concentraciones
iniciales de nitrato de sodio de 2 g/L o superiores
estimulanlaproduccionde AD y € crecimiento, al igual
que concentracionesdefosfatosentre 0.5y 1 g/L.. Estos
resultados sirvieron para establecer €l intervalo de
concentracion a estudiar en el disefio de optimizacion
(a=1.5), parael NaNO; fue de 2.51 —7.49 g/L y para
losfosfatos (K.HPO, y KH,PO,) entre0.4 y 1 g/L, €
glicerol seusda 2%y el pH inicia segusté en 6.

La adecuacion numérica de los resultados a la
ecuacion (1) derivo en las ecuaciones (2) para la
produccién de AD (Yap) y en la (3) para el
crecimiento (Y c¢) como funciones de NaNG; (X,) y

los fosfatos (Xz).
Y a0=50.7 — 10.3X:%? — 7.8X,? r?=0.985 (2)
Yc=0.55 r’=0.988 (3)

En la ecuacion (2) se observa un efecto cuadrético
para ambos nutrientes, lo cual indica que lacondicidn
Optima esta proxima a las concentraciones centrales.
Con relacién a esto, se observé un méximo en la
produccion de AD cuando las concentracionesiniciales
de NaNQ:; y fosfatos fueron de 5 g/L y 0.7 g/L
respectivamente.

La ecuacion (3) muestra que € crecimiento no se
afectd por las condiciones experimentales del disefio.
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Es conveniente sefidar que aunque las concentraciones
de proteina fueron bajas durante todo e estudio, no
quieredecir que d crecimiento hayasido pobre, puesal
correlacionar labiomasa seca con |as proteinas se obtu-
vo que 0.87 g/L de proteinafueron equivalentesa 1 g/L
de biomasa (correlacion=0.997 y p£ 0.05). Estasbajas
concentraciones de proteinas se deben a que las
micobacterias se caracterizan por tener gran cantidad
de é&cidos grasos como componentes mayoritarios de
sucomposicion celular (aproximadamente un 80%) [22].

Se escogié un nivel igual o mayor a 95% para
ambas funciones con el objetivo de comparar la
significacion de las medias experimentales. También
se realizd la adecuacion del modelo y la Tabla 4
presenta | os resultados.

Lafigural muestrael efecto del nitrato de sodio y
los fosfatos sobre el rendimiento de AD. Se puede
observar un maximo de produccién en € centro del
disefio, en este punto el balance carbono: nitrégeno:
fosforo fue de 10:1:0.4.
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Tabla 4. Adecuacién del modelo para el Plan Compuest
Central Bidimensional, a = 1.5. Andlisis de varianzas

Fuente Varianza Grados de Libertad
Error puro 12.3 18
Error residual 223 6
F calculada = 1.12 F critica = 2.66

El modelo es adecuado

Fig. 1. Superficie de respuesta para la produccién de AD. Plan
Compuesto Central Bidimensional, a=1,5.
n=3, Ym=>507-103X2-7.8X’

Biotecnologia Aplicada 2004; Vol.21, No.1



	Biotecnología Aplicada Vol 21 No.1
	TABLA DE CONTENIDOS
	ARTÍCULOS DE REVISIÓN
	Fundamentos de la interacción planta-patógeno*

	ARTÍCULOS DE INVESTIGACIÓN
	Neoglicoconjugados de la 3´-sialillactosa no son�
	Ingeniería de mutantes de Anabaena PCC7120 \(ci�
	Purificación de la proteína transportadora de es
	Optimización de un medio de cultivo salino para �
	Biorreactor de dextransucrasa inmovilizada para l

	REPORTES
	De la genética  a la genómica y a la genómica f�
	Premios de la Academia de Ciencias de Cuba 2003
	Diseño, construcción y evaluación de cuatro fam�
	El cultivo in vitro como alternativa de la recupe


	PRÓXIMOS EVENTOS
	INSTRUCCIONES A LOS AUTORES
	ÍNDICE ACUMULATIVO

	TABLE OF CONTENS
	REVIEW ARTICLES
	Basic insight in plant-pathogen interaction

	RESEARCH ARTICLES
	3’-Sialyllactose neoglycoconjugates are not able 
	Engineering of mutants of Anabaena PCC7120 (cyanobacterium) constructed by DNA-plasmid transfer and UV-radiation resistant to the herbicide Diuron capable of ammonia production
	Purification of sex hormone bindingglobulin(SHBG) with two affinity chromatography methods*
	Optimization of synthetic culture medium for androstenedione production from cholesterol by Mycobacterium sp. MB-3683*
	Immobilized dextransucrase bioreactor to obtain low molecular weight dextrans*

	REPORTS
	From genetic to genomic and to functional genomic.  Goals and future perspectives
	Awards of The Academy of Sciences of Cuba 2003
	Design, construction and evaluation of four plasmidic DNA vector families for gen transfer in human beings*
	In vitro culture as an alternative of Agave fourcroydes recovery*


	FUTURE EVENTS
	INSTRUCTIONS TO AUTHORS
	CUMMULATIVE INDEX





