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CAPITULO I 

R E S U M E N 

El barbasco es un producto natural renovable del -

que se extrae la principal materia prima para la sínte

sis química y/o microbiológica de hormonas esteroidales: 

la diosgeñina. 

México ocupó hasta 1974, el primer lugar en la pr~ 

ducción de materias primas para la síntesis de esteroi

des a nivel mundial,( 1 ). Sin embargo, en el mercado -

internacional se han buscado fuentes alternativas a la

dio·sgenina para poder satisfacer la demanda de estos -

compuestos, desplazándola del mercado de materias primas 

.Para la síntesis de hormonas y derivados esteroidales. 

Por otro lado, la diosgenina que se obtiene en México -

es desaprovechada debido a que nuestra industria de es

teroides no ha sido capaz de desarrollar la tecnología

básica para lograr la autosuficiencia en la producción

de ester6ides farmacológicamente activos. 

Con el fin de recuperar el lugar de la diosgenina, 

es necesario contar con procesos eficientes que mejoren 

su obtención y su utilización en la pFoducción de com-

puestos de uso terapéutico. 

La diosgenina se encuentra en el barbasco asociada 
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a azúcares ( saponinas ) y la ruptura del enlace gluco

sídico se lleva a cabo por un tratamiento químico con -

H2so4 concentrado, a altas temperaturas durante 4 horas. 

Sin embargo, este tratamiento es muy drástico Y. trae co~ 

sigo una serie de·problemas en el reactor, en el medio

ambiente, además por la aparición de otros productos, -

los cuales deben ser evitados. 

Como una alternativa a este proceso se ha estudia

do el uso de microorganismos o parte de ellos ( Enzi--

mas) para la liberación de la diosgenina de las saponf. 

nas del barbasco, lo que disminuye lo drástico del tra

tamiento químico. 

El an~lisis de la ·estructura que Marker, Kawasaki y 

Espejo C 2131 41516) proponen de las saponinas del bar

basco permite observar que el enlace entre el azúcar y

el aglucón es 13 1-3 glucosídico. Por otro lado, hay -

antecedentes en~ laboratorio de que algunos microorg~ 

nismos celulolíticos pro<;lucen 13 glucosidasa con una ac·ti 

vidad sobre las saponinas del barbasco. 

En vista de estos datos, nos abocamos a obtener la 

diosgenina del barbasco utilizando un hongo levadurif·o!:_ 

me del g~nero Aureoba:sidium. Este microorganismo fue ais 

lado de bagacillo de caña en el laboratorio y se selec

cionó por ser el que mostró actividad sobre un mayor nú 
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mero de las saponinas del barbasco. 

Con el fin de aprovechar integralmente los produc

tos de la fermentación ( sólidos y filtrados ), y cono

ciendo la naturaleza insoluble del barbasco, se decidi6 

explorar la existencia de enzimas involucradas en la hi 

drÓlisis de las saponinas en los filtrados de la fermen 

tación del barbasco con el Aureobasidiuin sp, así como -

estudiar los parámetros que afectan su producción. Ade

más, se decidió estudiar la cinética de la actividad de 

las saponasas e intentar una caracterización inicial de 

ellas, con el objeto de usarlas en la optimización del

proceso de obtención de diosgenina. 

Se encontró que la diosgenina se obtiene en un me

dio muy sencillo, consistente s~lo de una fuente de car

bono y un surfactante, en condiciones estériles, y su -

presencia se encuentra asociada a la aparición de las -

saponasas. 

También se encontró que las condiciones óptimas de 

actividad de las saponasas· son 24 horas de incubación,

pH = 6, T = 45°C, con una Km global aparente de 2.94 mg 

para el extracto metanólico del barbasco ( mezcla de to 

das las saponinas presentes en el barbasco). Finalmen

te, estudios preliminares sugieren que la actividad de

las saponasas de este hongo está asociada a la de la a-



4 

glucosidasa. 

Todos los datos anteriores pueden ser utilizados

para usar más racionalmente las saponasas en la obten

ci6n de nuestro producto de interés, la diosgenina, en 

una forma más pura y controlada, que mejore la calidad 

y costos de producción, además de permitir recuperar su 

lugar en la industria mundial·de esteroides. 
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CAPITULO Il 

I N T R o D u e e I o N 

A. PANORAMA 'G'ENERAL D'E ESTEROID"ES 

1, · ·Estru:c·tura 

Los esteroides, compuestos con una estructura bás.f_ 

ca de ciclopentanoperhidrofenantreno ( Fig, 1 ), const.f. 

tuyen uno de los grupos más estudiados por su diversa -

actividad fisiol6gica, Esto se ?ebe a,que incluyen una

gran variedad de compuestos de origen natural como los

esteroles, los ácidos biliares, la vitamina D, las hor

monas sexuales y adrenocorticales, los gluc6sidos car-

diot6nicos, las sapogeninas y algunos alcaloides C 7 ), 

Los esteroles son 3-monohidroxiesteroides quepo-

seen de 27 a 29 átomos de carbono. Todos los esteroles

de origen natural tienen un grupo 3B hidroxilo y casi -

todos tienen uno o más dobles enlaces, siendo la posi-

ci6n de insaturación más corriente el carbono 5, aunque 

tambi~n puede darse en los carbonos 7 y 22. Este grupo

de compuestos contiene algunos miembros importantes co

mo el colesterol ( del que hablaremos más adelan1e ), -

el sitosterol y el estigmasterol ( usad.os en la indus-

tria farmac~utica para la síntesis de hormonas esteroi

dales, aunque en baja proporci6n ), el ergoster~l (que-
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FIGURA 1: ESTRUCTURA DEL CICLOPENTANO 

PERHIDROFENANTRENO. 
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se convierte en vitamina o2 por irradiación con luz ul

travioleta o con luz solar) y el lanosterol entre otros. 

Los ácidos biliares son esteroides de 24 átomos de 

carbono, de la serie sa, con un grupo carboxilo en el -

C-24, que se une por un enlace peptídico a glicina o -

taurina. Se obtienen por la degradación del colesterol -

en el hígado y se secretan en el intestino delgado don

de ayudan en la ·emulsificación y la absorción de los lí 

pidas. 

Se conoce como vitamina Do principio antirraquíti 

coa un grupo de sustancias solubles en.grasas que pue

den dividirse en dos subgrupos: ia vitamina D2 o ergo-

calciferol y la vitamina D3 o colecalciferol. Son com-

puestos de 27 o 28 átomos de carbono, con el anillo B ~

del núcleo esteroidal abierto. Se obtienen por la irra

diación don luz solar del ergosterol o del 7-dehidroco

lesterol y su función es regular la absorción, transpo~ 

te y fijación del Ca+2 en los huesos. 

Los andrógenos son compuestos de 19 átomos de car-
. . 

pono con sustituyentes oxigenados en C-3 y C-17. Los --

principales andrógenos de origen natural son la andros

terona, la dehidroepiandrosterona y la testosterona, que 

es la más activa de las tres. Su función es originar el 

desarrollo de los órganos sexuales masculinos o caracte 
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rísticas sexuales secundarias, además de que la testes 
. . -

terona regula indirectamente la espermatogénesis. 

Los estrógenos son las hormonas sexuales femeninas 

que, junto con la progesterona, regulan el ciclo sexual 

de los mamíferos hembras. Fueron los primeros esteroides 

aislados y se caracterizan químicamente por tener el ani 

llo A del núcleo esteroidal aromático y 18 átomos de car 

bono. Los más importantes son la estrena, el· estradiol 

y el estriol. 

La corteza de las cápsulas suprarrenales produce -

tres tipos de hormonas esteroidales involucradas en el

metabolismo del agua y electrolitos C mineralocorticoi

des ), en el de los carbohidratos y proteínas C gluco-

corticoides) y con acción androgénica. En general, los 

corticoesteroides son compuestos de 21 átomos de carbo

no, con cadenas laterales muy oxidadas, un grupo ~4 3 -

cetona y un grupo 20-21 cetólico o 17-20-21 dehidroace

tónico, además de una función oxigenada en el C-11. 

Los glucósidos cardiotónicos incluyen dos grupos: 

las cardenolidas y las bufadienolidas. Las cardenolidas 

son un grupo de esteroides de 23 átomos de carbono que

se encuentran como gluc6sidos en una serie de plantas,

principalmente el digital, el lirio y el ranúnculo. Mu

chos de ellos muestran una poderosa actividad cardiotó-
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nica ( .digitoxina ). Presentan en su cadena lateral una 

lactona insaturada, un hidroxilo en 14~ y otro en aa -
por el que se une a azúcares como la glucosa, ramnosa u 

otros menos comunes como la desoxi y 2,6 didesoxihexo-

sas, metiladas a menudo en el C-3. Las bufadienolidas -

son un grupo de esteroides de 21 carbonos con una cade

na lateral de tipo lactona doblemente insaturada. Se en 

cuentran en plantas de la familia de la escila en forma 

de glucósidos cardiotónicos y como parte de los compue~ 

tos de las glándulas venenosas de los sapos. Es notable 

que los aglucones ( estructuras esteroides de los gluc~ 

sidos } en el caso de los glucósidos cardiotónicos son

muy lábiles, lo que dificulta su separaci6n de los azú-

cares. 

Las sapogenin?s son esteroides de 27 carbonos con

una cadena lateral de tipo espirocetal ( Fig. 2 ), que

se encuentran en las plantas en forma de glucósidos. E~ 

tos glucósidos ( saponinas ) disminuyen la tensión supe~ 

ficial del agua, forman espuma fácilmente y son capaces 

de provocar hemólisis. Las saponinas son solubles en e

tanol y en agua (parcialmente), pero no en éter; al -

ser hidrolizadas por ácidos o enzimáticamente dan lugar 
I • 

a las sapogeninas libres. Dentro de las sapogeninas más 

importantes se encuentran la diosgenina ( que es una de 
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DIOSGENINA 

FIGURA 2: ESTRUCTURA DE LA DIOSGENINA 
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las principales materias primas para la fabricación de 

hormonas ), la hecogenina y la digitogenina. 

Dentro de los alcaloides esteroidales más conoci

dos se encuentran los presentes en las plantas ~el gé

nero S01a·nüm, como la solanidina y la tomatidina que son 

análogos nitrogenados de las sapogeninas y contienen 27 

átomos de carbono. 

2. Me·c·a·nismo de AcciÓ'n de las Hormonas Esteroidales 

< a, g ) 

Desde hace algún tiempo se sabe que las hormonas -

esteroidales, aunque altamente especializadas en su fun 

ción, son capaces de a~ectar de alguna manera el metabo 

lismo de las células blanco. Para poder ejercer su efe~ 

to, los esteroides penetran a la célula blanco y se unen 

en el citoplasma a un receptor específico, el cual en -

presencia de la hormona sufre un cambio conformacional

y hace que el complejo hormona-receptor migre al núcleo 

donde interacciona con el DNA de una manera altamente -

específica e induce la transcripción de ciertos genes -

involucrados directamente con su acción en la célula -

blanc~. De esta manera, el complejo hormona-receptor -

actda como un inductor que se une a un represor de cie~ 

tos genes o a una región específica en el cromosoma ade 
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cuado, que tiene funciones similares al operador de -

procariotes. Con respecto al mecanismo a nivel genético 

de la acción de estas hormonas, no hay nada definitivo. 

A pesar de esto, se sabe que algunos esteroides tie 

nen efecto en el metabolismo de las células blanco y es 

te es el caso de los corticoesteroides. 

Los glucocorticoides parecen tener un efecto más -

directo en el metabolismo de muchas células animales. -

Estas hormonas, no sólo están involucradas en la adapt~ 

ción al stress sino que son inductores de las enzimas -

gluconeogénicas como la fosfoenolpiruvato carboxicinasa 

la tirosinoaminotransferasa, la triptofanopirrolasa y~ 

tras enzimas que usan como precursores principales a -

los aminoácidos y en menor-escala al glicerol y ácidos

grasos para sintetizar glucosa y glucógeno. También re

gulan la degradación de las proteínas y de los lípidos, 

así como di~minuyen lü síntesis de~ de DNA y RNA. -

Los miembros más importantes son el cortisol y su anál~ 

go sintético, la dexametasona, que aparte de tener ese

efecto, se han utilizado como antiinflamatorios ( pues-. 

reducen la reacción inflamatoria inicial, inhiben los -

mecanismos fagocitarios y defensivos así como la reac-

ción inflamatoria tardía) en enfermedades reumáticas o 

alérgicas como la artritis reumatoide. 
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Los mineralocorticoides ( aldosterona y desoxicortt 

costerona) tienen su efecto sobre la reabsorción del a 

gua, del Na+, Cl- y HC03- en los túbulos renales y reg!::_ 

lande esta manera el metabolismo del agua, el equili-

brio electrolítico e indirectamente 1~ presión sangu1--

nea. 

3 •· Síntesis de las Hormonas Esteroides ( 9 ) • 

Las hormonas esteroides se sintetizan en las célu

las animales a partir del colesterol, Este compuesto•• 

que forma parte de las membranas plasm!ticas de muchas

células animales donde regula la fl_uidez de la membrana, 

requiere ser degradado para convertirse en hormona est~ 

róidal activa. En esta conversión son de especial impo~ 

tancia las reacciones de hidroxilación llevadas a cabo

por oxidasas de función mixta, que requieren de o2 y 
NADPH. El oxígeno se "activa" por el citocromo .P., 5 o, que 

es el componente final de una cadena transportadora de

electrones presente en las mitocondrias adrenales y en

los microsomas del hígado, El NADPH dona sus electrones 

a una flavoproteíná, quien a su vez los transfiere a u

na adrenoxina. Este compuesto.reduce al citocromo P~so 

oxidado, dando lugar al "activador" del o2• En la reac

ción de hidroxilación, el o2 dona uno·de sus !tomos pa-
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ra formar el hidroxilo y el otro átomo se reduce, pro

duciendo una molécula de agua, C 10) 

RH + o2 + NADPH + H+-----ROH + H20 + NADP+, 

La primera etapa de _la sí"ntesis de las hormonas ·es 

teroides es la a-hidroxilación en el carbono 20 y des-

pues en el carbono 22, lo que prepara a la molécula para 

la acción de la desmolasa Cuna liasa ), que elimina -

seis carbonos de la cadena lateral del colesterol y pr~ 

duce la pregnenolona. C 9) 

Esta conversión se ve estimulada por la hormona a~ 

drenocorticotrópica C ACTH ), un polipéptido de 39 ami

noácidos sintetlzado por la hip6fisis anterior, que es

timula principalmente la formaci6n de glucocorticoides

y presenta una influencia bSsica en la síntesis de to-

das las hormonas esteroides, Su efecto bSsico en la cor 

teza suprarrenal estS mediado por •el AMP cíclico, que -

estimula la síntesis de la desmolasa y provoca la trans 

formación del colesterol en pregnenolona, el precursor

de todas las hormonas esteroides, 

En los diferentes tejidos donde se sintetizan hor

monas esteroidales, la pregnenolona sufre una serie de

transformaciones que la lleva a los esteroides activos. 
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En la corteza suprarrenal púede convertirse en gl~ 

cocorticoides o mineralocorticoides por dos vías cono·ci 

das como de lo·s derivados A,. y A 5 • 

Para la síntesis de cortisol, que es la principal

hormona de la corteza, la A5 -pregnenolona se hidroxila

en la posición 17a y luego por la acci6n de la 3$-ol -

deshidrogenasa y de la A5-A,. isomerasa, se convierte

en 17a-hidroxiprogesterona. Este compuesto sufre dos hi 

droxilaciones sucesivas en los carbonos 21 y 11 para dar 

como producto la hidrocortisona ( Fig. 3 ). 

En la misma figura es posible ver la vía de sínte

sis de los mineralocorticoides. Esta se inicia con la -

conversión de la A5 -pregnenolona en progesterona, quien 

sufre tres hidroxilaciones subsecuentes en los carbonos 

21, 11 y 18 ( desoxicorticosterona, corticosterona y 18-

hidroxicorticosterona, respectivamente) y una deshidr~ 

genación que da origen a la aldosterona ( que es el mi

neralocorticoide más potente), la cual toma la forma~ 

cetal. 

Los andróg.enos pueden sintetizarse por dos vías di 

ferentes: a partir de la 17a-hidroxipregnenolona ( vía

de los derivados A5 ) o de la 17a-hidroxiprogesterona -

C vía de los derivados A4 ). Ambos precursores pierden

dos átomos de carbono por acción de la 17-20 liasa y se 
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convierten en la dehidroepiandrosterona ( DHEA) y en -

A~-androstendiona, respectivamente. Este aitimo compue~ 

to se reduce por un sistema de 17-óxidorreductasa y se

convierte en testosterona. ,Existe otra vía de s!ntesis

de testosterona a ·partir de DHEA. Este compuesto se re

duce por la 17-óxidorreductasa a androstendiol, el cual 

se oxida por la 3a-ol-deshidrogenasa y se isomeriza por 

la A5 -A~isomerasa produciendo testosterona ( Fig. 3 ). 

Los estrógenos se sintetizan a partir de androste~ 

diona y testosterona en el ovario, por la acción de la-

19 hidroxilasa, por una deshidrogenación no catalizada

enzim!ticamente y por una aromatasa, produciendo estrona 

y estradiol, respectivamente. 

B. BIOCONVERSIONES. 

l. Importancia. 

Como se puede deducir de lo expresado anteriormen

te, los esteroides juegan un papel muy importante en el 

mantenimiento de la homeostasis y su deficiencia reper

cute seriamente en las funciones del organismo. Por es

te motivo es necesario, desde el punto de vista farmaco 

lógico, buscar formas de obtener estas hormonas para u

tilizarlas en el tratamiento de sus deficiencias. Ade-

m!s, algunas de ellas presentan otros efectos interesan 

" 
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tes desde e). punto de vista terapéut~co, como es el c~ 

so de la cortisona en el tratamiento de enfermedades -

reumáticas y alérgicas, como se mencion6 en la sección 

anterior 

Una de las formas de obtención en la industria far 

macéutica es la síntesis total de las hormonas, en la -

que algunos pasos son muy críticos, pues los compuestos 

biológicamente activos son estereo;espeeíficos y en las 

reacciones de síntesis qu1mica se obtienen mezclas, que 

bajan los rendimientos de hormona activa, y aumentan -

sus costos, 

Es por este motivo que se han buscado alternativas 

a este proceso, siendo una de las más interesantes la -

bioconversi6n de las moléculas esteroidales de las pla~ 

tas, 

Las biocoriversiones o transformaciones biológicas 

( 10 ) consisten en la conversión de un compuesto en o

tro estructuralmente relacionado por medio de las enzi

mas de una célula. Estos procesos presentan una serie -

de ventajas sobre las reacciones químicas, entre las que 

cabe destacar; 

a) TransCLll"'reI'I a temperatura anib;i.ente y en condiciones suaves. 

b) Emplean agua como disolvente. 

c) Son altamente específicas,, 
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Entre las bioconversiones m!s exitosas se encuen

tra la síntesis de hormonas esteroidales. 

Desde el principio de los años treinta, E.C. Ken-

dall y T. Reichstein aislaron la cortisona y una década 

despu~s, P.S. Hench y E.e. Vendal demostraron que la a~ 

ministración de cortisona aliviaba el dolor de pacien-

tes con artritis reumatoide, lo que motivó su gran dem:a!!. 

da. Se desarrollaron métodos químicos que requerían has

ta 37 pasos y algunos. de ellos en condiciones extremas; 

sobre todo era especialmente crítica la introducción del 

oxígeno en la posición 11, del que depende la actividad 

fisiológica de la cortisona. 

Este problema pudo resolverse cuando en 1952, D.H. 

Peterson y H.C. Murray descubrieron que una cepa de --

Rhizopus arrhizus .introducía un grupo hidroxilo en la -

posición 11 de la progesterona, quien es un intermedia

rio temprano de la cortisona. El uso de microorganismos 

redujo los pasos de la síntesis de 37 a 11 y esto se -

tradujo en una disminución de los costos de producción. 

Desde entonces se han desarrollado una serie de -

procesos que utilizan los microorganismos en la sínte-

sis industrial de esteroides, entre los que incluyen la 

cortisona, la hidrocortisona, la prednisona, la dexame

tasona, la testosterona, el estradiol, el metabolito ac 
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tivo de la vitamina n3 ( la,25 dihidroxicolecalciferol) 

y el antidiur~tico espironolactona. 

Las materias primas de todos ellos son los estero.:. 

les, cuyas fuentes más comunes son los desechos.de la -

producci6n de aceíte de soya, que son ricos en estigma! 

terol y sitosterol, y las raíces del barbasco mexicano 

( Dio·sc·o·r·e·a· c·ompos·ita ) que contiene diosgenina. 

El primer paso en la producción de esteroides a -

partir de esteroles vegetales es la degradación de la -

cadena lateral def°·esterol, la cual es llevada a cabo -

por algunas micobacterias.que usan los esteroles como -

fuente de carbono y energía ( Fig. lt ). 

La identificación de nuevos usos de los esteroides 

( como anticonceptivos, en el tratamiento de insuficien 

cias hormonales, de enfermedades de la piel, en inflama 

ción y alergia-s ) han aumentado su demanda y el desarro 

llo de procesos biotecnológicos ( en los que se usa la -

maquinaria bioquímica de los microorga~ismos) que pue

dan satisfacer dicha demanda ( 11 ). 

C. DIO"S'G'ENINA. 

1. Tmp·or•taricia·. Es·tr'u'ctür•a y Fuent·es. 

La diosgenina ( 20a.,22a,25-D-espiros-5en-313 al ) -

es un compuesto muy importante para la industria farma-
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céutica debido a que es la materia prima predilecta pa

ra la s1ntesis qubtica y/o microbio16gica de hormonas y 

vitaminas esteroidales. 

Qu1micamente pertenece al grupo de las sapogeninas. 

esteroides de 27 carbonos con una cadena lateral de ti

po espirostano. Este grupo no se encuentra en ninguna~ 

tra clase de productos naturales y consiste en un ani-

llo de cinco miembros (E) y otro de seis ( F ), ambos 

heteroc1clicos. Los compuestos que presentan el anillo

F abierto se conocen como furostanos. 

Fue aislada por primera.vez en 1936, a partir de -

Dios·c·or·ea tokoro y R, E. Marker degradó su cadena late-

ral en 1940 para obtener progesterona y testosterona. -

Debido a su gran utilidad en la síntesis de compuestos

farmacológicamente activos, se le ha buscado desde en-

tonces en diferentes tipos de vegetales. 

Se encuentra naturalmente en una gran variedad de

plantas, entre las que pueden mencionarse magueyes ( g§_ 

nero ·;;gave ), izotes ( género Yuca), samandoca -------

( "Sain'u"eke carn:er·o·s"a·na ) y otras pertenecientes a las fa 

milias Liliac·eae, Dios·cor·e·a:c·e·ae y· Ai'riari"lida·c·e·ae. Sin em 

bargo, su principal fuente de obtención, desde hace más 

de 3 5 años, es el barbasco mexicano ( Dios·cor·e·a ·c·omposita 

Hei'risl ) ya que la diosgenina constituye de·l 3. 5 al 5 % 
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del peso seco de la planta y su cultivo'es fácil y eco 

~ . 
nomico. 

El barbasco es una planta que pertenece a la fami

lia de las dioscoreas, arbustos trepadores que parten -

de grandes raíces.tuberosas ( hasta de 20 cms. de diáme 

tro ). Estos rizomas desecados constituyen la parte que 

se usa para la extracci6n de las saponinas, ya que las

demás partes de la planta ( tallo, hojas, flores y semi 

llas ) las contienen en pequeñas cantidades ( 12 ). En 

general, se sabe que la planta está compuesta de resinas, 

almidón, celulosa, oxalato de calcio y saponinas. 

La diosgenina no se ·encuentra libre en la planta -

sino que está en forma de heterósidos, compuestos deri

vados de las formas cíclicas de los azúcares, en las que 

el hidrógeno del oxhidrilo hemiacetálico es reemplazado 

por un grupo arilo o alquilo, formando un nuevo enlace

acetal. Estos compuestos reciben el nombre genérico de

glucósidos y están formados por dos clases de moléculas 

diferentes: un azúcar o "radical heterosídico" y una -

fracción de diversa naturaleza llamada "agluc6n", que -

va desde ácidos grasos hasta compuestos aromáticos ( fla 

venas, xantonas, purinas, esteroides,. etc. ) ( 13 ). 

Gracias a los estudios de MarKer, Kawasaki y Espe

jo 2,3,4,5,6 )se ha determinado la naturaleza y carac 
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teristicas de las saponinas ( glucósidos de la diosgen! 

na) del barbasco y se ha determinado que la planta co~ 

tiene una compleja mezcla de sapo·ninas, de las que las

más abundantes son las siguientes: 

Dioscina: Diosgenina-( 2,4-bis-a-L-ramnopiranosil) 

6-D-glucopiranósido. 

Trillina: Diosgenina-3-~rll-glucopiranósido. 

Prosapogenina A: Diosgenina-3-0-( a-L-ramnopirano

sil 1+2)-6-D-glucopiranósido. 

Prosapogenina B: Diosgenina-3-0-( a-L-ramnopirano

sil 1+4)-6-D-glucopiranósido. ( Fig. 5 ) 

Además, también hay glucósidos de furostanol en los 

que los restos de glucosa se unen en los carbonos 3 y 26 

del ndcleo esteroidal ( 13 ). 

2. Obtención, 

Como se mencionó anteriormente, la diosgenina se -

encuentra en las plantas asociada químicamente a un az[ 

car por un enlace 6-glucosídico, el cual debe hidroli-

zarse para obtener el núcleo esteroidal libre ( aglucón) 

que c~nstituye la materia prima de la síntesis de com-

puestos biológicamente activos. ' 

Tradicionalmente la ruptura del enlace glucosídico 

se lleva a cabo por medio de una hidrólisis ácida ( 14 ) 

empleando ácidos minerales ( ácido sulfúrico concentra-
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do) y altas tempe~aturas ( 400°C ),que constituyen. u-

nas condiciones muy drásticas de reacción. Hay además,~ 

tros inconvenientes como son: la aparición de productos 

indeseables, desgaste excesivo de los reactores, conta

minación ambiental, necesidad de neutralizar el exceso

de ácido, necesidad de enfriar, etc. 

Una alternativa a este proceso es el uso de micro

organismos o sus enzimas para llevar a cabo la hidróli

sis en condiciones más suaves. 

Ya en 1954, Krider y colaboradores ( 15 ) reporta

ron que era posible la hidrólisis de los glucósidos de-

5a,22a espirostanos usando extractos acuosos de las pla~ 

tas que los contenían, El mismo año, el mismo grupo de

trabajo reportó que había hidrólisis de las saponinas -

extraídas de Agave cerulata cuando se ponían a incubar-

96 horas a 25°C con un cultivo activo de algunas cepas

de Aspergillus y Penicillium, y menciúndn que las enzi

mas que presentaban actividad saponinolítica son induci 

bles e insensibles a represión por azGcares ( 16 ). En-

1955, Rothrock y colaboradores ( 17 ) probaron que alg~ 

nos hongos de los géneros As·per·g"il"lus ,: ·renicillium y -

Fu"sar·i"um liberaban entre el 90 y el 100 % de la diosge

nina esperada por la hidrólisis ácida de Dio·s·cor·ea ---

·barbasco amarilla. 
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Posteriormente han aparecido reportes aislados del 

uso de bacterias, hongos y plantas ( 18,19,20,21,22 ) -

para la obtención de ~apogeninas, cardiotónicos y otros 

aglucones esteroidales; sin embargo, la investigación -

para la obtención·de diosgenina no se ha continuado y a 

nivel industrial, se sigue empleando la hidrólisis áci

da del barbasco y/o de las saponinas • 

... 

D. a-GLUCOSIDASAS. 

Si se observa la estructura de las saponinas y de

los glucósidos esteroidales en general, es de notar que 

el enlace que une al azúcar con el aglucón es un enlace 

de tipo B-glucosídico y puede inferirse que puede ser -

hidrolizado por B glucosidasas. 

Este tipo de _enzimas pertenecen al grupo de las hf. 

drolasas ( 23 ), con una gran especificidad en cuanto -

al enlace que hidrolizan y al tipo de sustituyentes ceE_ 

canos a dicho enlace, pero con poca especificidad en -

cuan~o a que no importa la fuente de la que provengan,

sus características de hidrólisis son las mismas y pue

den actuar en forma cruzada.-

Un posible mecanismo de acción de estas enzimas in 

volucra la participación de dos áreas en la superficie

de la enzima que interactúan con el sustrato: una con -
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el azúcar y otra con el aglucón. El primer paso de la -

reacción consiste en la adsorción del sustrato ( la que 

tiene lugar por medio de puentes de hidrógeno, fuerzas

electrostáticas, fuerzas de van der Waals y enlaces co

valentes d~biles) a las dos regiones del sitio activo

de la enzima. Una vez adsorbido el sustrato, se adicio

na una mol~cula de agua o unión hidronio al enlace gl~ 

cosídico,. el cual se rompe, formando un complejo enzima 

azúcar y aglucón. Este complejo a su vez, se disocia y

libera los productos C Fig. 6 ). Hay dos factores impor 

tantes en la hidrólisis de los a glucósidos que son: 

i) la fuerza del enlace glucosídico a hidrolizar. 

ii) la fuerza y la posición de los enlaces entre el 

sustrato y la enzima. 

Existen diferentes fuentes de] glucosidasas, que

van desde algunos frutos como la almendra hasta bacte--

rias. 

Cuando se usan sustratos celulósicosí como es el -

caso de las plantas de las que se obtienen algunos glu

cósidos esteroidales, el uso de hongos y bacterias celu 

lolíticos se vuelve especialmente interesante, pues es

tos microorganismos,. al inducir su actividad de celula

sas C complejo de diferentes enzimas como endoglucana-

sas y exoglucanasas) inducen la producción de a gluco-
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sidasa con el fin de hidrolizar la celobiosa y algunos

oligómeros pequeños de glucosa y, como vimos previamen

te, esta glucosidasa puede hidrolizar a los glucósidos

esteroidales, liberando los aglucones que son d~ inter~s 

farmacológico. 

Existen algunos reportes del uso de emulsinas C ·e~ 

tractos crudos de algunos hongos y plantas con activi-

dad de glucosidasas) y de B glucosidasas para la obten 

ción de aglucones esteroidales. En 1975, Hermann ·y Repke 

( 19) reportaron la ruptura selectiva de glucósidos de 

cardiotónicos usando la beta glucosidasa A3 de-------

Asperg·i11u·s wentii y en 1977 Rumyantseva ( 20 ) reportó 

que la B glucosidasa·de Aspergillus niger juega un papel 

importante en la hidrólisis de glucósidos esteroideos. 

Además, hay un reporte de Mellar y Layne, en 1·974, sobre 

la purificación de una B-D-glucosidasa esteroidal de h! 

gado de conejo ( 24 ) que actGa espec!ficamente sobre -

los 3-B-D-glucósidos de estrona, 17a estradiol y 17B es 

tradiol. 

Sin embargo, no existen más reportes sobre el uso

de enzimas en la liberaaión de estos compuestos esteroi 

dales y no hay un estudio formal y completo sobre el e~ 

pleo de B glucosidasas para la obtención de la diosgeni, 

na del barbasco. 
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Por todo lo anteriormente dicho nos pareci6 intere 

sante plantearnos los siguientes objetivos: 

i) Obtener la diosgenina por un método fermenta

tivo usando como sustrato harina de barbasco y buscando 

un medid econ6mico para hacerlo. 

ii) Producir las enzimas que degraden las saponi

nas del barbasco mexicano 

iii) Hacer un estudio de los parámetros cinéticos

que afectan la actividad de las saponasas con el fin de 

poder utilizarlos posteriormente en la obtenci6n más ra 

cional de la diosgenina, y le permitan a este compuesto 

recuperar su lugar en la industria mundial de esteroi~

des. 



CAPITULO III 

A N T E C E D E N T E S E.X PERI MENTALES 

Como se mencionó en el capítulo anterior, los mi-

croorganismos que ·crecen en sustratos celulósicos ( co

mo el barbasco) inducen la producción de a glucosidasa 

como una de las actividades del complejo celulasa. 

En experimentos anteriores r~alizados en el labora 

torio, se probó la actividad hidrolítica sobre las sap~ 

ninas del barbasco de un microorganismo celulolítico, -

Trichod·erina rees·ei ,. reportado por Mandels C 2 5 ) como -

productor de a glucosidasa extracelular cuando se crece 

en celulosa microcristalina como fuente de carbono y e

nergía,así como de algunos hongos aislados de otros sus 

tratos celulósicos. como pulpa de henequ~n, bagacillo de 

caña y del mismo barbasco. Como puede observarse en la

Tabla I, ninguno de los microorganismos fue capaz de hi 
drolizar todas las saponinas del barbasco pero los hon

gos Aiir•eobasidium sp., TE-104, TE-201 _Y TE-204 hidroliz~ 

rondós o más saponinas y sus actividades fueron compl~ 

mentarias. Una cosa interesante fue que estas activida

des sdlo se inducen en presencia de barbasco y/o su ex

tracto metanólico que contiene a todas sus saponinas. 

Basados en estos resultados se cuantificó la dios-



TABLA I: ACTIVIDAD SAPONINOLITICA DE LOS FILTRADOS DE 
ALGUNOS HONGOS CELULOLITICOS. 

MICROORGANISMO FUENTE DE SAPONINAS HIDROLIZADAS FUENTE DEL 
CARBONO A B c D E MICROORGANISMO 

T. . reesei CELULOSA - - - - - Colección 
M. Mandels 

QM 9414 
CELULOSA+ - - - + + 

SAPONINAS. 
-- --

Aureobasidium CELULOSA - - - + + Bagacillo de 

sp_ BARBASCO - + - + + Caña 

CELULOSA + + + - + + 
BARBASCO 

CELULOSA+ - + - + + 
SAPONINAS 

TE-10t¡ CELULOSA + - - - - Pulpa de He-

nequén 
CELULOSA+ + - + + -
SAPONIN:AS 

TE-105 CELULOSA + - - - - Pulpa de He-

nequén. 
BARBASCO - - - + + 

CELULOSA + - - - - + 

BARBASCO 

TE-201· CELULOSA + - - - + Rizoma Seco de 

-
BARBASCO + + - - - Barbasco 

CELULOSA + + + + - -
BARBASCO --

TE-202 CELULOSA + - - - - Rizoma Seco de 
Barbasco 

BARBASCO - - - - + 

CELULOSA + + + BARBASCO - - -



MICROORGANISMO FUENTE DE SAPONINAS HIDROLIZADAS 

TE- 203 

'l'E-2.04 

TE-205 

CARBONO 

.CELULOSA 

BARBASCO 

CELULOSA+ 
BARBASCO 

.. 

CELULOSA 

BARBASCO 

CELULOSA + 
BARBASCO 

CELULOSA 

BARBASCO 

CELULOSA + 
BARBASCO 

+: Hidr61isis 

Saponinas: A: Trillina 

A 

. . .. 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

B c D E 

- - + -

- - + -

- - + -

- - - + 

+ - - + 

+ - - + 

- - - -

- - + -
- - + -

No hubo ·hidr6lisis. 

B: Prosapogenina A 

C: Prosapogenina B D: Dioscina 

E: Furostanol S Gluc6sido. 

FUENTE DEL 
MICRO.ORGANISMO 

Rizoma Seco de 

Barbasco 

Rizoma Seco de 

Barbasco 

TRJi.zoma Seco de 

Barbasco 
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genina producida por la actividad saponinolítica de los 

microorganismos preseleccionados y se utiliz6 este par~ 

metro para seleccionar al Au:reobasidium sp, un hongo 1~ 

vaduriforme aislado de bagacillo de caña, para estudiar 

su producci6n de s·aponasas ( enzimas que rompen el enl~ 

ce~ glucosídico de las saponinas del barbasco y libe-

I'an a la diosgenina) así como hacer una caracterizaci6n 

inicial de estas enzimas • 

• 



CAPITULO IV 

M A. T E R I A L y M E T O D O s 
A, MEDIOS DE CULTI'VD 

1, Medio Papa-Dextrosa-Agar ( PDA ) , 

2·, Med~o B: 

(NH4 ) 2S04 0,14 % 

Mg S04 0,03 % 

CaC1 2 0,03 % 

Elementos Traza 0.10 % 

Tween 80 0,20 % 

a KH2Po4- 0,20 % 

Urea!?. 0.03 % 

Elementos Traza: FeS04 ,7H20 500 mg/100 ml H20 

MnS04 .4H20 160 mg/100 ml H20 

ZnC1 2 170 mg/100 ml H20 

CoC1 2 200 mg/100 ml H20 

Este medio se suplementó con la fuente de carbono-

correspondiente a las siguientes concentraciones: 

Diosgenina micronizada 0.5 % 

Saponinas 0.5 % 

Harina de Barbasco2.. 0,75 y 2 % 

Celulosa microcristalina ( 'Avicel) 0,75 % 

~,!z.se esterilizan por separado y se adicionan posterior 
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mente al medio est~ril: 

S. Para los primeros experimentos se mol.ió finamente en

un mortero. En los experimentos posteriores se usó har~ 

na de barbasco sin moler ( Bsm ), molida durante 20 se

gundos en la licuadora y sin tamizar ( Bmm) y molida -

finamente en un mortero ( Bmf ), 

El pH del medio se ajustó despu~s de esterilizar -

con HCl 0.1 ~ o con NaOH 0.1 N est~riles, según el pH -

final deseado. 

3. Medio AB: 

Barbasco ( Bmm) al 2 % en agua con un pH des-

pués de esterilizar de 8, 

4, Medio BB: 

Medio B + Barbasco ( 8mm) al 2 %, pH después de 

esterilizar de 8, 

5, Medio BBC: 

Medio B + Barbasco ( Bmm) al 2 % + Celulosa mi

crocristalina Avicel 0,75 %, pH después de esterilizar

de 8, 

6, Medio T: 

Agua+ Barbasco C. 8mm) al 2 % + Tween 80 al 0,2 % 

pH después de esterilizar de 8, 

7, Medio Ui:' 

Agua+ Barbasco ( Bmm) al 2 % + Urea al 0,03 %, 
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pH despu~s de esterilizar de 8, 

8, Medlo TU~ 

Agua+ Barbasco C: Bmm) al 2 % + Tween 80 al 0,2 % 

+ Urea al 0,03 %, pH despu~s de esterilizar de 8, 

Para las fermentaciones est~riles, los medios se -

esterilizaron durante 15 minutos en la autoclave a 21 -

, • I 2 libras pg y 115ºC. 

B. SOLUCIONES 

1. D.N.S, 

NaOH 

Ac. 3,5 dinitrosali-

cilico ( DNS ) 

Tartrato de Sodio y 

Potasio 

Fenal 

Metabisulfito de Sodio 

1, 40 % 

o.so% 

21,60 % 

0,54 % 

0.59 % 

2, Soluciones para determinaci6n de proteínas por

el método de Lowry, 

a) NaOH 0.1 N 

Na2co3 2.0 % 

b) CuS04 ,5H20 1,0 % 

e) Tartrato de Sodio y Potasio 2.0 % 

Solución de Proteínas: 100 ml Soln a+ l ml soln 

+ 1 ml soln c. 

b 
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3. Solución amortiguadora de citratos 0,075 M, 

pH 4.8. 

4. HCl 1 N. 

5, NaOH 1 N. 

6. p-Nitrofenolglucósido ( PNFG ) 6 m'M en solución 

amortiguadora de citratos 0.11M, pH 4,8. 

7. Na2co3 0.1 M. 

8. Solución amortiguadora de citratos 0.1 M, pH 4.8. 

9. Solución amortiguadora de fosfatos 0.01 M, pH 6. 8. 

10. Solución amortiguadora'de fosfatos 0.075 M, ---
pH 6. 8. 

11. Solución amortiguadora de KCl-HCl 0.2 M, pH 1 y 

2. 

12. Solución amortiguadora de ácido cítrico 0,1 M--

Na 2HP04 O. 2 M, pH 3, 4, 5, 6 ,y 7. 

13. Solución amortiguadora de Tris-HCl 0.1 M, pH 8. 

14. Solución amortiguadora de l3oratos 0.025 M-HCl -

O ,1 M, pH 9, 

15, Solución amortiguadora de carbonatos 0,05 M-NaOH 

0,1 M, pH 10. 

16. Solución amortiguadora de fosfatos 0,5 M-NaOH -

0.1 M, pH ll. 

17. Solución amortiguadora para muestra de electro

foresis ( Magic mix ). 



SDS 

Mercaptoetanol 

EDTA 

Glicerol 

Azul de Bromofenol 
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1,000 % 

1.000 % 

0.002 M 

10,000 % 

0.002 % 

Solución amortiguadora Tris-HCl O. 05 rMJ, pH 6.8. 

18. Solución amortiguadora Tris 2 M, pH 6.8. 

19. Solución amortiguadora Tris 2 M, pH 8.8. 

20. Solución amortiguadora Tris-Glicina 0.02 M, --
pH 7.2. 

21. Solución estándar de diosgenina 1 mg/ ml. 

22 Dodecilsulfato de sodio ( SDS ) al 10 % ( P/V) 

23. Stock de Acrilamida 

Acrilamida 

Bis-acrilamida 

30.0 g 

o.a g 

H2o destil~da c.b.p. 100 ml. 

100 ml. 

24, Solución amortiguadora NaÓH-KCl 0.2 M, pH 12. 

C. SISTEMAS DE SOLVENTES PARA CORRER LAS CROMATOGRAFIAS 

l. Para diosgenina: 

Cloroformo-Acetato de etilo 1:1 

2. Para saponinas: 

Cloroformo-Metanol-Agua 14:6:1 

Las placas se revelan con la siguiente solución re 

veladora de vainillina: Vainillina al 10 % C p/v ) en -
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la ~iguiente mezcla: Etanol 2Q % ( v/v) + H2so4 80 % -

( v/v ) y posteriormente se someten a calor. 

D. METODOS. 

1. Obtención de dios·genina microniz·ada. 

Se disuelve la diosgenina en 25 volúmenes de etanol 

o en 10 volúmenes de aceto~a y se vacía la solución so

bre agua ( cinco veces el volumen de solvente) con agi 

tación a temperatura ambiente. Se filtra la suspensión

sobre membrana millipore de 0.45 µm de diámetro de poro 

y el residuo es el producto que es ligeramente más solu 

ble en agua y más fácilmente degradable por los microor 

ganismos. 

2. Fermentación. 

Se siembran de 20 a 30 cajas de medio PDA con esp~ 

ras del hongo Aureobasidium s~ por asada y se incuban a 

29°C durante 72 horas. Se deja esporular 24 horas a tem 

peratura ambiente y se hace una suspensión concentrada

de esporas, de tal manera que el inóculo tenga una den

sidad óptica CD.O._) de 5 a 7. Se incuba a 29°C con una 

agitación de 200 rpm y se toman muestras, sacrificando

un matraz por tiempo. Las muestras se centrifugan 30 mi 

nutos a 7000 rpm y se procesan como sigue: 

a) El paquete celular de 5 ml de muestra original

se resuspende en 2 ml de ácido tricloroacético ( T.C.A. 
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al 10. % y se homogeniza 5 min~_tos. Se centrifuga 10 mi

nutos a 5000 rpm, se descarta el sobrenadante y el pa-

quete celular se resuspende en NaOH 1 N ( en una propo;: 

ción de 0.4 ml de NaOH + 0.6 ml de agua). Se determina 

la proteína por el método de Lowry. 

b) El resto del paquete celular y sólidos se extra 

jo de tres maneras: 
' 

i) Con metanol-cloroformo para extraer las sap2 

ninas y la diosgenina. 

ii) Con metanol durante 4 horas con reflujo para 

extraer todas las saponinas. 

iii) Con hexano, durante 36 horas para extraer la 

diosgenina. 

Al cabo de la extracción, se evapora el solvente y 

se determina el peso seco del producto. Se disuelve en

una mezcla de cloroformo-metanol 5:1 o solo en clorofor 

mo; y se corren las cromatografías en placa find p,:i.r•a

determinación de diosgenina y saponinas o la cromatogr~ 

fía de gases para diosgenina. 

c) El sobrenadante del medio original se trata de

dos maneras principales: 

i) Se extrae con acetato de etilo, se evapora, r~ 

disuelve en cloroformo y se corre la cromatografía para

diosgenina. 
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ii) Se liofiliza en fracciones de 75 ml para la 

determinación de actividad saponinolítica. 

También se toma una muestra para determinación de 

actividad de celulasas sobre papel filtro o par~ deter

minación de B gluéosidasa sobre PNFG. 

3 . Extra·cción de Sólidos. 

Los sólidos obtenidos de la fermentación se ponen

en una charola de aluminio que se .coloca sobre una supe~ 

ficie caliente ( 50 a SOºC ), para secarlos a peso cons 

tante y una vez secos, se muelen en un mortero y seco

locan en un cartucho de soxhlet ( aproximadamente 15 a 

20 gen cada cartucho) para su extracción. Esta se lle 

va a cabo usando 200 mi' de n-hexano como solvente y se

calienta con una mantilla eléctrica controlada por un -

reóstato durante 12 horas. La operación se repite tres

veces. Al fin de la extracción, se evapora el solvente

en un rotavapor y se ~btiene el residuo aceitoso amari

llento con unos sólidos cristalinos de color blanco, -

que serán sometidos posteriormente a una purificación·

en columna. Se les corre una cromatografía en placa fi

na para determinar la presencia de diosgenina y otros -

compuestos. 

4-. Extracción de los sobrenadantes. 

Los sobrenadantes se extraen con volúmenes de 500-
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ml de acetato de etilo en un embudo de separaci6n y el 

procedimiento se repite tres veces por volumen de sobre

nadante, Se separa la fase orgánica y se filtra con sul 

fato de sodio anhidro ( con el fin de eliminar la mayor 

cantidad de agua posible) y se colecta en un matraz de 

bola de 250 ml. Se evapora el solvente en el rotavapor

y se obtiene un residuo aceitoso como en el caso de la

extracciqn de s61idos, Se le corre una cromatografía en 

capa fina para determinar la presencia de diosgenina. 

5, Purificaci6n de la Diosgenina en Columna. 

Para la purificaci6n de los residuos aceitosos de

la fermentaci6n se empaca una columna de vidrio de 3 x 

45 cm con una suspensi6n de 100 g de gel de sílice en -

300 ml de benceno aplicando aire a presi6n y vibraci6n

mecánica para que se empaque bien. Se deja bajar el ni

vel del solvente hasta el borde del nivel de empaque -

sin dejar que se seque la columna. Se colocan los resi

duos aceitosos ( 3 a 4 g) disueltos en una mínima can

tidad de benceno, sobre la superficie de la columna y -

se empieza a eluir ésta con un gradiente de mezcla de -

solventes como sigue: Benceno, Benceno-Hexano 90:10, -

Benceno-Hexano 80:20; 70:30; 60:40; 50:50; 30:70; 20:80 

y Hexanó. El flujo de la eluci6n es de 5 ml/min y las -

fracciones son de 8 ml. 
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Se corren cromatografias de las fracciones y sed~ 

termina si hay diosgenina. Las fracciones donde aparece 

diosgenina, se colectan y se recristalizan, 

Para recristalizar, las fracciones con dio~genina

más pura, se juntan en un matraz de bola, se evapora el 

solvente a sequedad y los cristales obtenidos se disuel 

ven en la mínima cantidad de acetona caliente. Se evap~ 

raen un baño de vapor hasta que queden aproximadamente 

10 ml y se le adicionan 20 ml de metano!; se sigue ca-

lentando .hasta que se evapore toda la acetona, se saca

del baño de vapor y se deja enfriar un póco a temperat~ 

ra ambiente. Se mete en un vaso con hielo y se obtienen 

' los cristales de diosgenina más pura. 

Se les corren cromatografía en capa fina, cromato

grafía de gases y se determina su punto de fusi6n. 

6. Cromatografía en Capa Fina. 

Para la cromatografía en capa fina se usan las ero 

matoplacas Merck, las cuales se dividieron en 4 carriles 

y se aplican las muestras alternadas éon los estándares 

correspondientes. Se satura la cámara con la mezcla de

solvente~ adecuada al producto que se quiere detectar,: 

según lo mencionado en la secci6n C de este capítulo, La 

muestra se deja correr hasta'aproximadamente 3 cm antés 

del borde de la placa. Se deja secar y se revela con la 
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soluci9n reveladora de vainillina, Se activa con cal0r 

y se determinan los Rf. 

En el caso de las placas con indicador de fluores

cencia, se tratan de la misma manera pero antes de rev~ 

lar con vainillina, se observan en una lámpara de luz -

UV y se marcan las manchas que se revelan a 253.7 y 375 

nm con un lápiz. Posteriormente se revelan con vainilli 

na. 

7. Determinación de Diosgenina. 

La diosgenina se determina inyectando 2 µl de una

solución clorof6rmica de diosgenina en el cromat6grafo

de gases. 

Las condiciones generales de operaci6n de todas -

las cromatografías son las siguientes: Se usa una colu~ 

Qa de vidrio de 2 mm de diámetro interno por 6 pies de

longitud, empacada con una fase líquida OV-17 al 3 % so 

bre un soporte de Cromosorb-Q de 80 a 100 mallas. La 

temperatura del inyector es de 290ºC, la de la columna

es de 245ºC, el detector de iones está a 290°C; la ate

nuación fue de 16 y la sensibilidad de 10-10 amp/mv. La 

velocidad de la carta del registrador es de 0.2 cm/min 

y el gas acarreador (nitrógeno) se mantuvo a un flujo 

de 50 cm3/min. 

El cálculo de la concentración de la diosgenina se 
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hizo, sabiendo que el área bajo los picos es directam:en 

te. proporcional a la concentración de los componentes de 

la solución analizada. 

Normalmente se calcula el porciento de un qompues

to en base al área producida por un estándar de concen

tración conocida, y con ~1 se obtiene el factor de res

puesta del detector del cromatógrafo al compuesto refe

rido¡ sin embargo, cuando se trata:. de mezclas de com-

puestos desconocidos en una solución, se recurre al mé

todo del· cálculo del% del componente X y sólo se toma

en cuenta el área de los picos medida a la mitad de la

altura, con la suposición de que el factor de respuesta 

para cada componente sea más o menos el mismo. 

Para el cálculo de las áreas por este método se -

mantienen constant~s la atenuación y sensibilidad del e 

lectrómetro del cromatógrafo. Mientras que en el método 

que considera el factor de respuesta, pueden variarse -

dichas condiciones y corregirse posteriormente al apli

car la ecuación del cálculo del porciento del compuesto 

X que involucra las condiciones como la atenuación apl.f_ 

.cada al compuesto, la sensibilidad, la velocidad de la

carta, la suma de las áreas corregidas _de los picos que 

a su vez se determinan midiendo la altura de los picos

y la amplitud en la base del pico a la mitad de la altu 
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ra, Con la atenuación, la sensibilidad y la velocidad -

de la carta constantes, la concentración de diosgenina 

se determinó aplicando la siguiente fórmula 

% Diosgenina = X 100 

I:Act 

donde Acd = área del pico de la diosgenina, tomando como 

base dél pico, la amplitud a la mitad de la

altura (A= bh/2 ). 

I:Act = suma de las áreas de todos los picos que a

parecen en el cromatograma, igualmente medi 

das, 

Es necesario aclarar que este método es aproximado, 

dado que se desconoce la naturaleza de la mayoría de los 

componentes de las muestras de las fermentaciones. Para 

el caso de las actividades de saponasas, se hizo una cu~ 

va estándar y se calculó empleando las áreas calculadas 

con la altura total, 

8 • ne·terminación de ·Prote'Ína. 

La proteína se determina por una modificación del

método de Lowry ( 26 ), que se basa en la formación de

un complejo colorido entre el grupo fenólico ( o aromá

tico en otros casos como en el del triptofano, fenilala 

nina e histidina) de la tirosina de las proteínas, y -
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el ácido fosfowolframomolíbdico ( color oro), que oxi~ 

da al grupo hidroxilo de la tirosina en condiciones al

calinas dando un color· azul intenso que se puede medir

a 625 mn usándose un estándar de albúmina séric~ bovina 

a una concentración de 500 µg/rnl. 

Para la determinación de la proteína se torna una a 

lícuota del paquete celular resuspendido en NaOH 1 No 

del filtrado y aforar el volumen a 1 rnl con agua desti

lada, Se adicionan 5 ml de la solución de proteínas --

( IV.B.2 ), se agita bien y se deja reposar 10 minutos. 

Se adicionan 0,5 rnl de reactivo de Folín Ciocalteau di

luído 1:1 y se agita perfectamente. Se deja reposar 30-

rninutos y se lee la densidad óptica ( D.O. )a 595 nrn -

contra un blanco de agua en el colorímetro Bausch & Lornb 

spectronic 20. 

CALCULOS: Concentración 
de Proteínas = 

St x DOP x .F.D. 

donde F.D. es el factor de dilución de la muestra ( alí 

cuota/rnl de muestra original); D.O.p = Densidad óptica 

del problema y n.o. 8t = Densidad óptica del estándar. 

9, Actividad de Celulasas sobre :papel filtro. 

E.sta actividad se determinó por el método de Mandels 

( 27 ) que consiste en la determinación de los azúcares 
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reductores producidos por la acción de las celulasas so 

bre papel filtro. El sistema de reacción contiene 50 mg 

de papel filtro, 1 ml de soluci6n amortiguadora de ci-

tratos 0.075 M, pH 4.8 y 0,5 ml de filtrado.original y

se incuba durante una hora a 50°C, La reacción se detie 

ne adicionando 3 ml de reactivo de D.N.S. ( IV.B.l ). -

Se hierve durante 5 minutos en baño maría, se deja en~

friar a temperatura ambiente y se le añaden 15.5 ml de 

agua destilada. Se ágita y se lee la densidad óptica a 

55-0 nm. La concentración de azúcares reductores se cal

cula extrapolando los valores de D.O. en una curva están 

dar de glucosa, la cual es lineal hasta 1.5 mg de gluc~ 

sa ( datos no mostrados ). 

10. Actividad de e-glucosidasa. 

Para cuantificar la actividad de e glucosidasa se

usó p-nitrofenol-e-D-glucósido ( PNFG) ( 28 ). El sis

tema de . reacción tenía O • 2 5 ml de la solución de PNFG·, -

8 mM · (, IV. B. 6 ) , O • 5 · ml de _ la solución amortiguadora de 

citratos 0 •. 1 M, pH 4,8 ( IV.B,8 ) y 0,25 ml del filtra

do C enzima). Se incuba 10 minutos a 50ºC y se retiran 

en ese tiempo exacto, 0,2 ml del sistema de reacción. -

La alícuota se vacía sobre un tubo que contiene 4.8 ml 

de Na2co3 0,1 M, se agita y se lee el color desarrolla

do a 420 nm. La concentración de p-nitrofenol liberado-



- 51 -

se calculó mediante una curva estándar del mismo C Fig. 

24 ) • 

11. Ac·tiVidad de Sapo·nasa·s. 

Para determinar la actividad de saponasas se usó -

como sustrato un extracto metanólico del barbasco que -

nos fue suministrado por Proquivemex, el cual contiene

las cinco saponinas más abundantes del barbasco. El sis 

tema de reacción consiste de 10 mg de extracto metanóli 

co de barbasco, 4 ml de solución amortiguadora de citra 

tos 0.1 M, pH 6 ( IV.B.13 ) y el liofilizado de 75 ml -

de medio (enzima). Se incuba 48 horas a 50ºC y se de

tiene la reacción adicionando 10 ml de cloFoformo. Se -

enfrí·a a teinperatura ambiente y sé extrae tres veces con 

cloroformo. Se evapora el solvente y se redisuelve en 5 

ml de cloroformo. Se corren placas cromatográficas para 

diosgenina Y. saponinas. Si aparece diosgenina, se cuan

tifica por cromatografía de gases y la concentración se 

calcula usando una curva estándar de dio~genina C Fig.

.25 ) • 

12. ·preparación· de "los fi"ltr·ad·os ·sapo·n·inc>"lÍ"t"icos. 

El filtrado libre de c~lulas se concentró por lio

filización y los sólidos se resuspendieron en amortigu~ 

dor de citratos 0,1 M, pH 6. La sol~ción se dializó en

una columna de Sephadex G-25, 
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13. Filtracié"n en Sephadex G-25, 

Esta resina se hidratá resuspendiéndola en agua -

destilada o en la solución amortiguadora y se requiere

de tres horas a temperatura ambiente o 30 minutos en ba 

ño maría a ebullición. Con el Sephad·ex G-25 se empaca !!. 

na columna de 1.5 X 40 cm de Pharmacia Fine Chemicals,

Suecia. La columna se equilibra con agua destilada o con 

el amortiguador necesario, calibrándola con una mezcla

de dos colorantes, uno de peso molecular elevado y uno

ligero, dextran azul y rojo de metilo respectivamente, 

en una proporción de 1:1. El volumen de exclusión del a 

zul dextran se encuentra en la figura 39. 

14. Fraccionamiento en DEAE-Sephadex A 50. 

Con esta resina, preparada de acuerdo a las indica 

cienes del catálog_o de intercambio iónico de Pharmacia

Fine Chemicals, Suecia se empaca una columna de 2.6 X -

40 cm de Pharmacia Fine Chemicals. La columna se equili 

bra con amortiguador de fosfatos 0.01 M, pH 6.8. Coloca 

da la muestra se eluye con el mismo amortiguador y des

pués con solución amortiguadora de fosfatos 0.075 M, pH 

6.8. Las fracciones son de 10 ml y el flujo de elución

es de 30 ml/hora. Las muestras se leen a 280 nm en el -

espectrofotómetro Beckman. 

15. Electroforesis. 



Para la identificaci6n de las proteínas se utiliza 

su movilidad electr•oforética en placas de gel de acril~ 

mida conforme a la técnica de Lamenli ( 29 ) empleando

una cámara de electroforesis de Bio-Rad y una fuente de 

poder de Camaq, La preparaci6n de electroforesis incluye 

los siguientes pasos: 

a) Preparación de la muestra: La muestra se liofi

liza y se resuspende en 40 µ1 de una soluci6n amortigu~ 

dora ( magic mix ). Toda la mezcla se someti6 a ebulli

ción en baño maría por dos minutos. La cantidad de mues 

traen cada carril se determina por Lowry y se ajusta a 

tener 75 microgramos en 40 microlitros, 

En nuestro caso no la determinamos por Lowry sino

por absorción a 280 nm. 

b) Preparación del gel: El gel inferior contenía a 

crilamida al 11 %. Para preparar el gel se mezclaron --

5.5 ml del stock de acrilamida, 3 ml de solución amorti 

guadora de Tris-HCl 2 M pH 8.8, 0.15 ml de SDS al 10 %, 

5.95 ml de agua, 0.2 ml de persulfato de amonio al 1 %, 

se desgasificó por dos minutos y se agregaron 15 microl~ 

tres de TEMED. Se utilizaron 10 ml de esta mezcla para

la formación d~ un gel de 14 X 8 X 0.075 cm. El gel su

perior contenía 1.75 ml de stock de acrilamida, 0.325 -

·m1 de Tris-HCl 2 M, pH 6.8, 0,05 ml de SDS al 10 %, 5.75 
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ml de agua, .O.OS ml de persulfa.to de amonio al 1 % ( Re 

cién preparado), despu~s de desgasificar se agregan 10 

microlitros de TEMED. La electroforesis se corre inicial 

mente a 10 mA. Cuando el colorante que acompaña a la -

muestra entra en el gel inferior se cambia la intensi-

dad de la corriente a 20 mA, El amortiguador que se em

plea en la corrida es Tris-Glicina 0,02 M, pH 7.2. 

c) Tinción del gel: Después de la electroforesis, 

se tiñe el gel con una mezcla de azul brillante de --

Coomasie 0.06 % ( p/v ), metano! 30 % ( v/v ), ácido a

cético 10 % C v/v) y agua 60 %, lavando posteriormente 

con ácido acético al 10 % hasta la aparición clara de -

las bandas. 

E. REACTIVOS. 

La harina de barbasco, la diosgenina y el extracto 

metanólico del barbasco ( saponinas) fueron un obsequio 

de PROQUIVEMEX, S.A. 

La urea, celulosa microcristalina ( Avicel ), el -

medio de Papa-Dextrosa-Agar C PDA ), el ácido 3,5 dini

trosalicílico ( DNS) se obtuvieron de E. Merck, Alema-

nia, 

El Trizma base, el Tween 80, el reactivo de Folín

Ciocalteau y los reactivos para la electroforesis provi~ 

nen de Sigma de México. 
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El Sephadex G-25 y el DEAE-Sephadex A-50 provienen 

de Pharmacia Fine Chemicals, Suecia. 

Los demás reactivos y solventes se obtuvieron de -

J.T. Baker Chemical Co, USA, 



CAPITULO V 

R E S U L T A D O S 

A, OBTENCION YERMBNTATI'VA DE DIOSGENINA, 

A !in de obtener el mejor medio de liberación de la 

diosgeninq wesente en la harina de barbasco, que fuera 

econ6mico y a la vez con buenos rendimientos, se deter

minó el crecimiento de· Aureobas'idium sp.en diferentes -

medios sencillos, usando como fuente de carbono a la ha 

rina de barbasco finamente molida, al 2 \, Un parámetro 

importante para la utilización del hongo es que aprove

che el barbasco y las. saponinas par-a crecer, pero no la 

d.;i:osgenina, 

Como se observa en la figura 7, el microorganismo

es capaz de crecer en todos los medios que tienen barbas 

co como fuente de carbono, érece menos en los que tie-

nen saponinas y no crece en los que tienen diosgenina.

Estos resultados van de acuerdo con lo esperado si con

sideramos que el barbasco tiene almidón y celulosa, que 

son fácilmente aprovechados por el hongo, 

Es importante hacer notar que se usaron medios con 

celulosa d,ebido a que Aüre·oba·sidJum sp. es un hongo cel!!, 

lolítico que induce su B glucosidasq en presencia de c~ 

lulosa microcristaiina ( 30 ) y ya que el enlace de las 

saponinas es B .glucosidico, puede ser hidrolizado por -



1 2 5 6 7 8 9· 
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FIGURA 7: CRECIMIENTO DE AUREOBAS"IDIUM SP EN DIFEREM 

TES MEDIOS DE CULTIVO. Medio 1: Medio B + -
Biosgenina 0.5 % sin Tween 80; Medio 2: Medio 

B + Diosgenina 0.5 %; Medio 3: Medio B + Sa
poninas 0.5 % sin Tween 80; Medio 4: Medio B 

+ Saponinas 0,5 %; Medio 5: Medio B + Barba~ 
co al 2%; Medio 6: Medio B + Barbasco 2 % + 
Celulosa-0.75 %; Medio 7: Agua+ Barbasco 2 % 
+ Tween 80 0.2 %; Medio 8: Agua+ Barbasco 
2 % + Tween 80 0.2 % + Celulosa 0.75 %; Me
dio 9: Agua+ (NH4 ) 2so4 0.14 % + Barbasco al 
2% + Tween 80 0,2 %; Medio 10: Agua+ (NH4 >2so4 
0,14 % + Barbasco 2 % + Tween 80 0.2 % + Cel~ 
losa 0.75 %; Medio 11: Agua+ CNH4 >2so4 0.14 % 

+ KH2Po4 0,2 % + Tween 80 0.2 % + Barbasco -
2 %; Medio 12: Agua+ (NH4 ) 2so4 0,14 % + KH2Po4 
0.2 % + Tween 80 0.2 % + Barbasco 2 % + Cel~ 

losa O. 7 5 ·%; Medio 13: Medio B sin fuente de 
carbono. 
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esta e:nz;i::rnai 

Una. coaa ipteresante. en ;l.a seleeoi6n del ,x¡ed¡o de 

libe-rací6n de diosgen;rna fue ei hecho de que ei hongo -

Aur·eoba·sJa·ium sp. es capaz de crece'!' en el medio 7 , cOns 

tj:tu1do s6lo de agua, barbasco y Tween 80, el cual es -

:muy econ6mico, Basado en esto, se decidi6 ,probar la li

beraei6n de diosgenina pO'.r' la fermentaci6n de harina de 

barbasco en este medio. Bajo esta condici6n, se obtuvo-

0,225 % de diosgenina ( 0,17. g de diosgenina a partir~ 

de 30 g de harina de ba~basco con un 40 % de pureza, de 

terminada despuh de una cromatografia en columna de gel 

de sílice ( Fig. 8 )). 

·Este r·endimiento es muy bajo en relaci6n con el ob 

tenido por una hidr6lisis ácida, con la que se obtuvo -

un 3,2 % de diosge~ina, con un 95 % de pureza. 

Para explicar este resultado se pens6 en la posibi 

lidad de que la materia prima, molida finamente, al po

nerse en agua, liberara una gran cantidad de azúcares -

solubles y que éstos fueran responsables de la baja ca_!l 

tidad de diosgenina liberada. Se dete:l"lllin6 la concentr_! 

ci6n de az'l1cares reductores y se vi6 que de 185 µg/ml -

a~m~ntaba ·a 1,4 mg/ml después de molet y ponerlos en a

gua. 

Para eliminar el posible efecto de los az~cares so 
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•• 
FIGURA 8: CROMATOGRAFIAS DE LAS FRACCIONES CORRESPON 

DIENTES A LA PURIFICACION DE DIOSGENINA EN 
UNA COLUMNA DE GEL DE ~ILICE ELUIDA CON HE 
XANO-BENCENO: A7 ': Fr.i,cci6n eluída con Hex~ 
no-Benceno 20:80; Aa-A11 : Fracciones eluí
das con Hexano-Benceno 50: .so: A12 : Fracci6n 
eluída con Hexano-Benceno 80:20. 
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lubl,es sobre. la producción ele d;tos:ge:nin¡:1,, se .decidió ·e.! 

tudiar la libe:r>a.ción de ·este' compuesto en tr>es ti:l,lllaños

dif erente·s de particulas en dos concentraciones, en el

medio seleccionado ( agua + harina de barbasco ) .• En la 

figura 9 puede observarse que hay mayor concentración -

de diosgenina en el medio con harina de barbasco molida 

20 segundos en la licuadora en una concentración del --

2. % , Esto se repi ti6 y se determin6 la concentraci6n de 

diosgenina, En la tabla II se ven.los resultados, Basa

dos en estos resultados, se decidi6 utilizar en lo füt!!_ 

ro el medio de agua+ harina de barbasco medio molida a 

una concentración del 2 %. 

Otro parámetro que se estudió fue el efecto del pH, 

ya que como se menciona en la intr.oducción, la diosgeni 

na se obtiene por ~idrólisis ácida y hasta este momento, 

todos los experimentos se habían realizado a un pH de -

4,5 antes de esterilizar, 

Se probaron tres pH: 4,5, 6,0 y 8,0 y se encontr6-

hidr61isis en los tres, Una cosa interesante fue deter

minar que hab1a hidr6lisis en un pH alcalino, la cual -

no se había reportado previamente, Se repitió el experi 

mento en sólo dos pH que representabañ ~as condiciones

de hidrólists ácida y alcalina. Como se observa en la -

figura.10, hay mayor cantidad de ·dios,genina a partir de 
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FIGURA 

--

9: EFECTO DEL TAMARO DE PARTICULA SOBRE LA PRODUCCION 

DE DIOSGENINA A DOS CONCENTRACIONES: Bsm: Harina -

de barbasco sin moler1 Bmm: Harina de barbasco mo

lida 20 segundos en licuadora, Bmf: Harina de bar

basco molida finamente en un mortero. 



TABLA II: PRODUCCION DE DIOSGENINA,EN MEDIO DE A 

GUA+ TWEEN 80 0.2 % + HARINA DE BARBAS 

CO EN TRES TAMAAOS DE PARTICULA Y DOS

CONCENTRACIONES. 

Condici6n 

Bsm 0.75 % 

Bmm 0,75 % 

Bmf 0.75 % 

Bsm 2.00 % 

8mm 2.00 % 

Bmf 2,00 % 

ªH.B.: Harina de Barbasco 

Rendimiento de Diosgenina 

(%en Peso Seco de H.B.ª) 

0.17 

0.56 

0.19 

0,19 

1,ijO 

0.23 

Bsm: Harina de Barbasco sin moler. 

8mm: Harina de Barbasco molida 20 segundos en licuadora 

·Bmf: Harina de Barbasco molida finamente en mortero. 
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FIGURA 10: EFECTO DEL pH INICIAL SOBRE LA PRODUCCION DE 

DIOSGENINA. 
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un cultivo~ pH inicia,! de 8 que a pa,;rt;ir del cultivo a 

pH inictal de 5. Ademgs, se vió que el producto. de la ex 

traccian era más puro en pH de 8 y se dete!'lÍlinó su ren~ 

dimiento, siendo de 1.635 % ( 327 mg a partir de 20 g -

de harina de barbasco en base seca), 

Como no se ha reportado hidrólisis alcalina de las 

saponinas del barbasco, era importante determinar que -

nuestros resultados se debían a la hidrólisis microbia

na y no a la hidrólisis química ( en este caso, alcali

na). Con el fin de responder esta cuestión se hizo una 

fermentación del barbasco inoculado con el hongo-----

Aureobasidium sp.y un control sin inocular, en las mis

mas condiciones de tiempo, agitación y temperatura. Se

extrajeron los s6lidos con hexano y se corrieron las -

cromatografías correspondientes, Se observa en la figu

ra 11 que aparece una cantidad de diosgenina ( 280 mg) 

en los extractos de barbasco fermentado con el hongo -

Aure·o·bas·idium sp, mientras que los productos de la hi-

drólisis alcalina, son compuestos diferentes a la dios

genina aunque algunos tienen una polaridad semejante a

nuestro producto pero con dobles ligaduras conjugadas,

ya que absorben en el rango de la luz ultravioleta, Es

to se determinó utilizando cromatoplacas con indicador~ 

de fluorescencia que se observan con una lfunpara de luz 
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FIGURA 11: EFECTO DEL INOCULO SOBRE LA PRODUCCION DE -

DIOSGENINA A UN pH INICIAL DE 8, 
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UV, Cuando hp,y compue$tos con doble$ lig~duras abso~bep 

a 253,7 y 375 nm, y bte fue el caso en los p;roductos ... 

obtenidos por la hidr6l;i:sis· qubdca ( alcalina ) , 

Con el objeto de optimiza'!' la liberación de la dios 

genina del barbasco y basadas en antecedentes de que el 

hongo requiere Tween 8 O y urea paria produc_ir y liberar

su complejo celulolí~ico ( y por ende, la S glucosida-

sa) al medio de cultivo, se decidió utilizar tres me~~ 

dios de cultivo para medir la liberación de diosgenina

en ellos, Estos medios fueron el medio AB (agua+ bar~ 

basco ), BB ( medio B +barbasco) y BBC t medio B + ~

barbasco+ celulosa) descritos en Material y Métodos.

Se obtuvieron 200, 410 y 669 mg de s6lidos no purifica

dos correspondientes a diosgenina, respectivamente. Se

recristaliz-aron en acetona-hielo y se corrieron las crio 

matografías de gases que aparecen en las figuras 12 y -

13, Como puede observarse,hay mayor cantidad de diosge

nina en los medios BB y BBC que en el que sólo tiene a

gua y barbasco. 

Para expl;i.car la mayor, ,apa:ii-mción de dios.genina en

estos medios y analizando su composic;i.6n, observamos-'--: 

que hay Tween 80 y urea en estos medios y por ello se -

decidió probar el efecto de estos compuestos sobre la -

liberación de diosgenina por la fermentación de la hari 



1 · 1 ·· 1¡·-- t· 
. ' . . 

~-..,. 

ij 
{.1. 

il -~- -JI ~, 
, .. ---1-

t 
1 

. ~ 

¡ 1 

11 
lo-- ·'·-

.:; --

! 
i 

1 
1 
1 

1-
1 . 

--. -r-
1 
1 

--!:.n 
! 

--+· 

i ¡~ 
i 

! 
.. ····j 

-···-1 
1 1 

1 1-: 
1 1 

_ _j ___ ' '-+-·'·. 
1 . ¡ ' 
! ' : 
1 1 

! ' 

1 

1 

--j-

AB 

,·· 
1 

i 
1 

_¡_: 
1 
1 

1 
i 

-¡ .. 

_,.,. 

1~ 
·- -1 

-·· l-
1 

! 
)_ 

1 i 
.¡ .. -·l·-

BB 

:~ 

o 
'¡.. :-,,. 
; " 
' --e 
! s
! ::¡ 

--- J_º 
1 

i 
j ..... 
l 

' 1 : 

-·+-·· -+-··-··+. -. ) .. .. I f 
! o'¡ 1 1 i 

! 1 ·! 
1 

ESTANDAR 
DIOSGENINA 

~ ::¡, 

:, 

" 

FIGURA 12: PRODUCCION DE DIOSGENINA EN MEDIOS DIFERENTES: 

AB: Agua+ Barbasco 2 %; BB: Medio B (Material 

y Métodos)+ Barbasco 2 %. 
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FIGURA 13: PRODUCCION DE DIOSGENINA EN MEDIOS DIFERENTES: 
BBC: Medio B + Ba:r>basco ( Bmm) al 2 % + Ce 

lulosa microcristalina l Avicel) al 0,75 % 
a) BBC + 0,8 µl Est!ndar de Diosgenina; b) 

BBC, 

, 
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na de barba.seo con el ~ureoba~~dium ~P: 

En la figura 14 se encuentran los cromatogramas ~~ 

del efecto del Tween 80 y de Tween 80 + urea al 0,3 %, -

ya que corno se mencionó previamente el hongo requiere de 

la urea para producir su complejo celulolítico completo 

entre el que se encuentra su B glucosidasa. Podemos ver 

que hay mayor concentración de diosgenina en el medio -

que sólo tiene Tween 80 que en el que tiene urea combi

nada o en un medio que s6lo contiene urea, Por este mo

tivo se decidi6 usar un medio que tuviera agua+ harina 

de barbasco medio molida al 2 % + Tween 80 al 0,2 %, pH 

de 8. 

Debido a que los procesos de esterilizaci6n a ni-

vel industrial son muy caros, lo que aumentaría el cos

to del proceso al escalarlo, se pens6 en evitar dicha -

esterilización, A e.ste respecto se hicieron algunos ex

perimenLos en los que se determinó si era necesario es

terilizar el medio de cultivo pana obtener la diosgeni

na, En la figura 15 se observa que en condiciones no es 

tériles, no aparece diosgenina sino un compuesto menos

polar, que absorbe a A= 253,7 y 375 nm ( en placas con 

indicador de fluorescencia) y que sospechamos que es -

diosgenona, lo que se comprob6 con un barrido en el es

pectrofotómetro de Beckman, determinándose su máxima ab 
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FIGURA 14: EFECTO DEL TWEEN 80 Y U~EA SOBRE LA PRODUCCION 
DE DIOSGENINA: T: Agua+ Barbasco 2 % + Tween 
80 0.2 %; U: Agua+ Barbasco 2 % + Urea 0.03 % 
TU: Agua+ Barbasco 2 % + Urea 0.03 % + Tween 

80 al 0.2 %. 
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FIGURA 15: EFECTO DE LAS CONDICIONES DE NO ESTERILIDAD 
SOBRE LA PRODUCCION DE DIOSGENINA EN EL MEDIO 
Agua+ Barbasco 2% + Tween 80 0,2 %, pH 8 

F.S.e. : Fermentación sin esterilizar. 
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sorci·ón a_ >i = 2 3.5 y 2 43 !1111, como se P.Spera de :J,q comp~ 

ración con los espectros- de abso:r>ci6n teóricos pa·ra _.., 

diosgenona ( 32 ) l Fig.lo ). 

En un exper;i.mento posterior·se logró obtener dio! 

genína poi' una fementación no estéril pero su rendi-

miento fue muy inferior al de la fermentaci6n est~ril. 

:-- •;• La pnoduccióri, 1.de diosgenina en estas condiciones 

puede deberse a que el inoculo de Aureobasidium sp fue 

muy grande ( 0,0. inicial de 7.5 ), sin embargo, debido 

al crecimiento de los otros microorganismos que se en

cuentran naturalmente en el barbasco, la cantidad de -

dios~enina liberada por nuestro hongo en estudio, se ve 

limitada: 

a) por su transformación en otros compuestos menos 

polares ( aparición de compuestos contaminantes, entre 

ellos la diosgenona) 

b) por su posible utilización por los microorgani! 

mos presentes en el barbasco, como fuente de carbono.-

( A este respecto, cabe hacer notar que en el laborato 

rio se han aislado algunas bacte:r>ias y hongos que uti-: 

lizan la diosgenina corno fuente de carbono para crecer,), 

En base a los resultados obtenidos en este experi

mento, se decidió seguir utilizando la fermentación es

téril. 
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B, ffi'ODUC"C:r:ON D~ U\S :S/\fONASA"S' 1)1:r-; flON.GO {\UWQaAS.llJ:rtJM ·sr 
S~l d.nea311ente a la l,i:l>erae;i.6n de d.io~gen;ina a p·a!:. 

tir de la harina de l>arbasco, se estud;i~ la apa~ic;i.6n de 

la activid~d enzi,n!tica de saponasas en los filtrados ob 

tenidos en las. dife:r•entes· condiciones qe ·fermentaci6n, 

Esto se hbo pensando en la podbilidad de ut;iiizar esos 

filtrados· tn vi"ti,ro para liberar la diosge:iiiina residual -

del barbasco fementado y optimizar de esta manera el -

proceso microbiologico, 

En primer lugar se utilizaron los filtrados del ex

perimento de crecimiento en diferentes medios de cultivo. 

descrito en la sección anterior ( Fig. 7 ), y en ellos -

se determin6 la actividad, lde celulasas sobre papel fil-

tro, Esto se realiz6 para deteminar en qu@ medios podía 

existir~ glucosidasa que pudiera asociarse a la activi

dad enzim!tica sobre las saponinas, Como se observa en -

la figura 17, la mejor actividad celulol!tica se ancuen

tra en los medios 5, 6, 8, 10 y 12, Se midió la activi-

dad de saponasas en esos filtrados, adem!s de la del fil 

trado proveniente del medio 7, debido a que este 1lltimo

fue el medio escogido para producir diosgenina en forma 

econ&nica, Los ,:,esultados se encuentl"an en la f~gura 18, 

donde se ·puede ver que solo hay actividad saponinol!tica 

en los :medios 6 y 8, lo que nos indicaba que el Tween 80 
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era i:mpo~tante pa.~a 1a pres~nci~ ae saponP.~as en el fil

trado y que esta p!t'esencia se vda disnitnufda por algu-

na.e sales como el Ctrn4 )_2so4 y el l<H2P04 • 

Debido aquel.a aparici6n de saponasas en los fil-

trados ee ve di:sminu1da. y esto puede debe:r-se a la preseg 

cia de azilcarés solubles, se decidi6 deter.minar el efec

to de dj:fe!t'entes tamaños de pa!t't1culas de haTina de bar

ba·sco. en dos concentraciones sobre la actividad de sapo

nasas y como se ve en la figura 19, el mejor medio de -

producción de saponasas es el que tiene barbasco medio -

molido al 2 %. 

Posteriormente se determin6 la aparición de diosge

nina cuando se crec1a el hongo en un pH inicial de 8 y -

con el fin de relacionar esta liberaci6n con la aparición 

de saponasas en los filtrados, se midió la actividad sa

poninolítica en los filtrados del medio inoculado y sin

inocula!t'. En la figura 20 se observa que no apareció --

diosgenina por la actividad de los filtrados del medio -

sin inocular, mientras que hubo liberación de una gran -

cantidad de diosgenina cuando se emplearon filtrados del 

medio inoculado con el hongo Au";i:,.e·oba·sid"i'wn sp, Además , -:

como se ve en el crom.at~grama 20c desaparecen dos de las 

saponinas del barbasco asociadas con la aparici6n de la 

diosgenina, 
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Se busc:ó sa:Pe;r si ;l.i:1,S enzi)l)ai;¡ se p;rocludan en las 

mjsmas c:ondiciones de inducci6n de las calulasas y se -

midi6 la actividad de los filtrados del microorganis,no

crecido en tres medios diferentes~ AB, BB y BBC. En la

figura 21 se puede ver que en los tres medios desapare

cen algunas de las saponinas pero la actividad es mayor 

en el caso del medio BBC ( Medio B con barbasco y celu

losa}, por lo que se pens6 que las enzimas requieren -

de algunos compuestos y un inductor para producirse y -

que pueden estar· asociadas a la de la a glucosidasa del 

hongo. Sin embargo, el hecho de que en el medio AB ( s6 

lo agua y barbasco) haya hidr6lisis enzimática podría

ir eri contra de la idea· de que se trate de un solo tipo 

de enzima,, Se decidi6 probar la actividad de una a glu

cosidasa comercial ( emulsina de almendras) sobre las

saponinas del barbasco y se obs.erv6. que no presenta ac

tividad sobre este sustrato ( Fig,·22 ), a pesar de que 

se ha reportado que esta emulsina presenta actividad de 

glucosidasa sobre una gran variedad de sustratos C 24 ), 

Se determin6 cuál de los factores del medio BB era 

el responsable de la apar;i.c;i.ón ~e la actividad saponin2, 

lítica en los filtrados y puede observarse en la figura 

23 que en la presencia de Tween 80 apareci6 actividad -

saponinol!tica, mientras que en el medio con Tween 80 + 
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ure~, no extste actividad en ~os fi¡trados 1 Se repitió -

el expert.mento y se ve un efecto inhil:>itorio de la urea 

sobre la producéiSn de saponasas, 

C •. -CARACTERIZAC::roN "INICIAL DE lJiS" -SAPONASAS" DEL HONGO -

AUREOBAS"IDIUM ·sp, 

1, Ac'tivida:des· Prese·nt·es, 

Con el fin de caracterizar las enzimas responsables 

de la liberaci6n de la diosgenina del barbasco y basados 

en la estructura del enlace que rompían, se decidi6 me

dir la actividad saponinolítica por el m~todo de p-nitr~ 

feno1~a-D-gluc6sido, La figura 24- muestra la curva están 

dar de PNFG. 

Se determina la actividad de a glucosidasa de los

filtrados en los que apareci6 actividad de saponasas en 

la secci6n anterior ( Medios AB, BB y BBC) con el fin -

de relacionarla con la actividad saponinolítica. Los re

sultados se encuentran en la Tabla III. Como se mencion6 

en las secciones anteriores de este capítulo, la concen-
1 

tración de dio~genina en el medio BBC fue. mayor, así co-

mo la hidr6lisis de las saponinas, lo que podría indicar 

que la a·glucosidasa del hongo, la cual se induce en pr~ 

sencia de celulosa, actúa tambi~n sobre las saponinas -

del barbasco, Sin embargo, las saponasas no son las mis

mas enzbnas que la a glucosidasa ya que el filtrado del 
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a 

TABLA IU~ ,A,CTI'VIDAD D~ a Gl..UCOSIPASA DE FILTRADOS 

DE AUREOBASIDIUM SP CRECIDO EN TRES ME

DIOS DIFERENTESª 

MEDIO DE CULTIVO ACTIVIDAD DE a GLUCOSIDASA 
.C. mM/ml/.hro .). 

o.o 

12.6 

El hongo se crec~ó durante 7 días a 29ºC y 200 rpm -

de agitación. Al cabo de ese tiempo, se centrifug6 -

a 7000 rpm y se separó el sobrenadante que fue fil-

trado en membrana millipore de 0,45 µyen este fil

trado se determinó la actividad sobre PNFG. 

b AB: Agua+ Harina de Barbasco ( Bnun) al 2 %. 

c: BB: Medio B + Harina de Barbasco ( Bmm) al 2 %. 

d, BBC: Medio B + Harina de Barbasco C Bnun) al 2 % + -

Celulosa microcristalina ( Avicel) 0,75 %, 
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mecl~o AB no p;resenta ~c~fy.;tdad de ~ g:I.uc:odd~$a, .pero d 

de sapona,sas, 

Una cosa interesante: f1:1e el que la eniulsina de al-..

mendras no presenta actividad sapontnol1tica, l_o que su-.. 

giere que la ~ glucosidasa del hongo"' :Aur·eob"asidium sp es 

menos especifica en cuanto al enlace que hidroliza que -

las glucosidasas de la emulsina de almendras o que la re 

gulaci5n de las saponasas est! asociada a la regulaci6n

de la a glucosidasa del hongo, 

Se deter.mina actividad de xilanasas y de pectinasas 

en los filtrados, pero no hubo actividad. 

2, · Estud;t"os· -c.t"n·étic·os 

Como puede observarse, hasta el momento, todas las 

deter.minaciones de actividad saponinolítica y algunas de 

producción de dio~genina, se habían hecho en forma cuali 

tativa, por cromatografía en placa fina y, en forma cuan 

titativa, por la determinaci6n del peso de los cristales 

obtenidos, Este método s6lo detecta concentraciones muy 

grandes .de producto, Sin embargo, debido a que la canti

dad de diosgenina que se obtiene por la actividad de las 

saponasa.s· J·n vitro es muy pequeña, se hizo necesario bus 

car un, •Jll~todo má,s sensible de determinaci6n ele diosgeni

na y para ello se corri6 una curva estgndar de nuestro -

compuesto en el cromatógrafo de gases, determin!ndose el 
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S.rea bajo l.a curva de :I,os pico:¡¡ obtenido$ por la inyec-

ciéln de 2 µ1 de soluciones de d;tstintas concentr.aciones

de diosgenina. En la figura 25 se puede ver la curva e! 

tándar de diosgenina, observándose que hay una lineari

dad hasta una concent:r-aci8n de 5 µg, 

Bas-ados en esta curva se cuantific6 la actividad sa 

poninolitica de algunos filtrados y se confirmaron los -

datos obtenidos previamente ( Tabla IV}, 

Posteriormente se iniciaron algunos estudios cin~ti 

cos de la actividad saponinolitica de filtrados del hon

go Aureobas"i'd"i'um sp crecido en el medio seleccionado pa

ra la producci6n de diosgenina en la primera parte del -

proyecto, 

El primer punto a estudiar fue determinar la curva

de progreso de la actividad de saponasas y como se ve en 

la figura 26, la máxima actividad se obtiene desde las -

18 horas hasta las ·48 horas, por lo que se escogi6 un -

tiempo de 24 horas para seguir determinando la actividad 

saponinolitica, Esto represent6 una reducción del tiempo 

original de reacción en 24 horas. 

La actividad original se determinaba en agua, sin -

control de pH. Con el fin de determinar el pH óptimo de

la actividad de las saponasas se probaron una·serie de -

soluciones amortiguadoras con un rango de pH desde 1 has 



TABLA IV: ACTIVIDAD DE SAPONASAS DE ALGUNOS FILT~ 

DOS DEL liON.Go· AUREOBASID!Uli SP .. 

CONDICION Actividad de Saponasas 

18-8 

SN-8 

AB 

BB 

BBC 

T 

u 

TU 

c 

( mg de diosgenina/sistema de 
reacci6n) 

2.430 

1,920 

2,475 

5,050 

8,650 

2,920 

0,050 

0,250 

º·ººº 

18-8 Au:reóbasidium sp en medio de· Agua•,+ Harina de Barbasco 
C Bmm) al 2 % + Tween 80 al 0,2 % pH inicial de 8, 

SN-8 "El medio anteFior pero sin inocular, 
AB, BB y BBC: Medios descritos en las·· figuras 12 y 13, 
T Medio de AB añadido de Tween 8 O a·l O • 2 % 

U Medio de AB afiad ido de Urea al O, O 3. % 

rµ M~dio A~+ Tween 80 al 0,2 % + Urea al 0,03. %, 

C Medio de sales C. B) + Celulosa :microc,:,istalina al 0,75 % 
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tA 12, Como ae ve en ia f~gura 27, ei pH ópti':mo fue de. 6 

Se hicie¡,on controles de h.idrólisj:s qui'Jllica de ias sapo

ninas en los diferentes pH probados para la actividad y

en ning~n caso hubo hidr6lisis a dos temperaturas: 29 y

SOºC que son las temperaturas de crecimiento del microor 

ganismo y la utilizada hasta este momento para determi-

nar la actividad saponinolitica, 

En el $Íguiente paso se determina la temperatura 6~ 

tima de las saponasas y como se ve en la figura 28, la -

m!xima actividad saponinolítica se obtiene a 45°C, aunque 

todavía hay buena actividad a 37 y so 0 c. 
Se determina la Km aparente total de los filtrados 

no fraccionados sobre las saponinas y fue de 2,985 mg co 

mo puede notarse en la figura 29, 

Est'as· ·coindiciones son rumportantee para la obtención 

de la diosgenina residual de la harina de barbasco fermen 

tada pues poniendo los s6lidos extraídos son hexano, en 

presencia de los liofilizados a pH de 6 ( solución amo~ 

tiguadora de citratos 0.1 M) y a 45°C durante 24 horas, 

es posible recuperar otro 1 % de diosgenina, lo que ya -

hace.competente el m~todo microbiol6gico con el químico, 

e incluso puede mejorarse al optimizar las condiciones -

de fermentacian de la harina de barbasco, 

3 , · 'Fraccionamiento de los Filtrados 
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En D¡;\Se A l,os :resu!l,tAdos obtep~dos de !I.A actfyidad .... 

saponino!l,itica de los filtrados en dt.ferentes ~edios de

cultivo en los que se vi8 que hab1a cierta asociaci8n eg 

tre la inducei6n de la~ glucosidasa y 1a de las sapona

sas, se pens8 conocer un poco m!s de los filtrados y ver 

si era posible que ambas actividades estuvieran en la -

misma fracción del filtrado o eran proteinas que no co-

cromatografi ñ'h,m, 

Se hizo una liofilizaci6n para concentrar los filtra 

dos y se resuspendieron en soluci8n amortiguadora de ci

tratos O ._1 M, pH = 6, de tal manera que hay una concen

tración de proteína de 302,5 µg/ml C filtrado BB ), 392 

µg/ml ( filtratlo BBC) y 1,599 mg/ml ( filtrado AB ), Se 

fraccionaron 4 ml de cada filtrado en una columna de Se

phadex G-25 equilibrada con la misma solución amortigua

dora ( columna Pharmacia Chemicals de 1,6 X 40 cm con u

na cama de Sephadex G-25 de 72,4 ml y una velocidad de -

flujo de 30 ml/hr ). Se calibró una columna con dos colo 

rantes de diferente peso molecular C azul dextran y rojo 

de metilo), para determinar el volumen de exclusión, En 

la figura 30 se observa el volumen de exclusi6n del azul 

dextran en la columna, 

Los resultados del fraccionamiento de los filtrados 

se encuentra en las figuras 31 C filtrado BBC ), 32 C fil 
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trado BS} y 33 ( filtrado AB l, 

Como se observa en la figura 31, a~arecen dos picos 

de absorct8n a 280 mn, El pri>mero sale un poco despu~s -

del vo1'11l!1en de exclusi8n ( en las fracciones que siguen

al volumen de exclusi8n) y otro pico en las fracciones-

18 a 32. Un comportamiento similar se observa en el caso 

del filtrado proveniente del medio BB ( Fig. 32 ), solo

que el segundo pico aparece en las fracciones de la 11 a 

la 20, En el caso del filtrado del medio AB aparece en~ 

el volumen de exclusi8n ( Fig, 33 ). 

Debido al volumen tan pequefio de las muestras no se 

pudo determinar la actividad de saponasas, por lo que se 

decidi6 colectar todas las fracciones con absorci6n a 

280 rundel pico II ( en el que aparece la actividad de a 
glucosidasa) y someterlas a una cromatografía de inter

cambio i6nico en una columna de DEAE-Sephadex pero no se 

obtuvo· fraccionamiento •. Se utiliz6 otra resina ( DE-Cel~ 

losa) y tampoco hubo fraccionamiento. Se ha pensado ut!_ 

lizar CM~Sephadex para hacer el fraccionamiento posterio~ 

mente, 

Se dete'I'.lllin6 la actividad _saponinolítica de las --

fracciones colectadas y fue de 2,75 mg de diosgenina/ s"i!_ 

tema de reacci6n, lo que representa el 90 % de la activ! 

dad original, 
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Se corrió una e'.l,ectvofo;rei;;;l.s en ge]. de pol,iacr;i.la.mf 

da con S,D,S, pero las bandas fueron muy leves a pesa:r -

de ser e'.l. producto de '.!,a l;i;ofi!L;i:zad6n de 50 ml de fil-

trado original, por lo.que se pens8 que la cantidad de -

proteína era muy pequeña, lo que se co.mprob6 por el m€to 

do de Lowcy, Sin embargo, el filtrado original presenta

actividad de saponasas. 



CAPI.TU.1.¡0 VI 

e o N e L u s I o N E s 

En base a los resultados obtenidos puede concluir

se que: 

Es posible obtener la diosgenina contenida en el -

barbasco por la hidr6lisis microbiana de las saponinas

del barbasco, empleando un hongo celulol!tico del ggne

ro Aure·obadd"ium, 

La producción de <Uosgenina se lleva a cabo crecien 

do al hongo en un medio sencillo que contiene agua+ ha 

rina de barbasco ( Bmm ) al 2. t + Tween 8 O al O, 2 t, pH 

inicial de 8, durante 7 días. 

Esto representa una ventaja, desde el punto de vi~ 

ta econ&iico, pues los medios reportados en la literatu 
1 

ra para la producc.i6n de la diosgenina a partir de otras 

plantas, como agaves y dioscoreas, requieren de sales y 

compuestos complejos como KH2POq, NHqN03 y peptona C 16 

y 17 ) , que aumentan los costos. de producción, 

Una cosa interesa~te fue obtener diosgenina en -

condiciones alcalinas, lo que no ha sido reportado pre

viamente, Tambi~n es importante notar que las condicio

nes de esterilidad son necesarias para obtener nuestro

producto Qe inter~s, pues de otra manera se obtiene dios 

genona. como Rothrock reportó anterioI"Jllente.C 17 ), 
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La libez,-adón microbiana de 1a diosgenina del t>ar

basco se encuentra asociada a la aparj:ci6n de las enzi

mas que hidrolizan las saponinas del ba,:,basco en fun--

ci6n de los siguientes resultados; 

1) S6lo en las condiciones de aparici6n de las sa

ponasas ( presencia de ba,:,J:>asco) se obtiene diosgenina 

0) Ambas apariciones est!n inhibidas por la preseg 

cia en el medio de cultivo de urea, 

3) Ambas se incrementan en presencia de Tween 80. 

4) Ambas aumentan en presencia de celulosa micro-

cristaliña, 

5) Se ven igualmente afectadas por el pH inicial -

de la fermentaci6n. 

6) El tamafio de la partícula de la haFina del bar

basco, así como su concentración las afectan por igual. 

7) Son igualmente afectadas por las condiciones de 

esterilidad. 

Los estudios cin@ticos de las saponasas indican que 

l_as condiciones 6ptimas de actividad saponinolítica son 

24 horas, pH=6, 45°C, Su Km aparente total es de 2,985-

mg y V máx es 3,478 µg de Diosgenina/24 hr, 

Al comparar estas condiciones con las reportadas -

para las saponasas de otros microorganismos como-----

Pe·nidTlium y Aspe·r·gillus ( 16 ) , observamos que: 
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i) El tiempo de n;i.dró:Lisis es :m·enor en el caso cte .. 

Aür"e·obasid"iwn ·s2. ( 24 hrs, ) eompar>acio eon los otr>os m.:i: 

croorganismos ( 96 hrs, ) .. 
2) Los pH óptimos son similares para los tres mi-~ 

croorganismos y caen en el .rango de 5,5 a 6,0, 

Debido a que no pudo ser fraccionado el filtrado -

en DEAE-Sephadex proponemos que se trata de un filtrado 

r,nn l'.'arga positiva y esto coincide con lo reportado pa

ra la B glucosidasa especifica para ester@ides por Me-

llor y Layne ( 24) que fue purificada por filtración -

en carboximetilcelulosa ( CMC ), 

Los estudios presentados parecen indicar que la a~ 

tividad de saponasas está asociada a la de B glucosida

sa del hongo, aunque falta hacer estudios más profundos 

que lo confirmen, 

Por todo lo anterior, creemos que será necesario -

~acer una caracter>ización,más completa de las saponasas 

del Aureobasidium sp para saber más de su naturaleza y

regulación, así como de su posible uso en forma pura o

en filtrados ( tanto los provenientes de un solo micro

organismo como de ffl4s de un microorganismo con activida 

des saponinoliticas complementarias_, es decir, que hidr~ 

licen las saponinas q11e· Aureo·bas·iditun sp no hidroliza ) , 

con el fin de liberar toda la diosgenina presente en el 
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