<NTRSDAD RACIORACS

4 25 Universidad  Nacional
¢ Autonoma de México

Facultad de Estadios Superiores CUAUTITLAN

OBTENCION DE DIOSGENINA A PARTIR DE LAS SAPONINAS
DEL BARBASCO MEDIANTE UN PROCEDIMIENTO
BIOTECNOLOGICO

T E § I S
(o pua obtener o Tinbo do
QUIMICO FARMACEUTICO BI0LO0GO

OSCAR RUBEN GARCIA CORREA

Néxieo, BF 1985



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Indice de tablas,figuras,fotograffas y

cromatogramas.
Resumen
I.Antecedentes, 4
I.1. Aspectos econfmicos de la ptoduccién

I.1la.

I.2.

t.J.

I."

x.s.

1.6,
II. Obje

II1I. Mate

de barbasco, diosgenina y esteroides.
Estudio de mercado para la diosgenina
y sus derivados.

Generalidades e importancia de los es-
teroides. :

Generalidades de los procesos biotec=-

nol8gicos.

Introduccién a la biotecnologfa de los

esteroides. |

Generalidades y descripcifn del barbas

€0,

Antecedentes experimentales.

tivos.

riales.

IV. Métodos.

.1,
Iv.2.
Iv.3.
.4,
Iv.5,

1v.6,
.7,

.8,
v.9.
Iv.10

Descripcibn de medios de cultivo,
Descripcién de los microorganismos.
Preparacifn de suspensifn de esporas.
Determinacién del volumen para inéculo.
Descripcifn de los sistemas de fermenta
c1i6n.

Preparacifn del fermentador.
Calibracifn e inoculacién del fermenta
dor,

Obtencién de s8lidos,

Extraccién de sblidos,

Extraccién de’ sobrenadantes.

I

24
32
34

38
41

43

4

40
48
49
49

50
51

51

52

52
53



IV.11. Condiciones de la cromatograffia

en capa fina. 56
IV.12. Condiciones de la cromatograffa

de gases, . 56
IV.13. C8lculo del contenido de diosgenina

en porciento seglin C.de G, Y
Iv.14, Purificacién en columna,. 59
IV.15, Cristalizaci8n y recristalizacién. 60
IV.16, Hidrblisis Acida, _ 61

V. Resultados.
V.1, Seleccifn de la cepa de trabajo. 64

V.2, Fermentaci6n en 10 1, 74
V.3, Eleccifn del pH, | 75
V.4, Condiciones de aereacién. 75
V.5. Condiciones de agitacién, ‘ : 76
V.6. Efecto de la esterilidad previa. 76
V.7. Extraccifn de sobrenadantes, 84
V.8, Extraccién de sblidos. 85
V.9, Purificacifn por cromatograffa en columna 88

V.10, Cristalizacifn (c8lculo de rendimientos). 97
- V1. Discucifn. : 101
VII, Conclusiones. : 106

VIII. Bibliograffa. S 108



Tabla

Tabla
Tabla
Tabla

Tabla

Tabla 6

Tabla
Tabla

Tabla

1.
2.

3.
‘l

7.
8.

9.

INDICE DE TABLAS

Capacildad instalada de la industria
de esteroides

Consumo de harina de barbasco,
Productores de estercides hasta 1978
Participacifin de la diosgenina mexi-
cana en la produccién mundial de
hormonas.

Importacibn mundial de hormonas.
Importacién de hormonas esteroides

en México.

Produccién de diosgenina en México,
Paises productores de materias primas
para la sintesis de hormonas esteroides,
Exportaciones de hormonas esteroides
de México.

Tabla 1V.11.1. Gradiente de polaridad para la

cromatografia en columna.

Tabla V.1.1. Comparacifn cualitativa de las

cepas probadas,

Tabla v,.6,1. Efecto de la esterilidad previa,
Tabla Vv.10.1., Diferencias entre los procedimien

tos de hidrf8lisis 8cida y enzim&-
tica,

II-

12
14

16
18

21
22
59
66

77

100



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Ciclopentano perhidro fenantreno

Figura 2 Colestanol

Figura 3 Conformacibn estructural del co-

_ lestanol-

Figura 4 Conformacién de sustituyentes en
C=5 .

Figura 5 Conformacibn de sustituyentes en

. C-3

Figura 6 Estructura de la diosgenina

Figura . 7 Rutas de conversisn de esteroi-
des -

Figura &8 Estructura de las saponinas

Figura 9 = Jarra de fermentacidn New Bruns-
wick

Pigura 10 Panel de fermentacifn New Bruns-
wick M=-19

Figura 11 Diagrama de procedimiento (dia-

grama de blogues)

Paqg.

24
24

26
27

27
29

37
40

54
55

63

INDICE DE FOTOGRAFIAS (Cromatograffa en capa fina) y

CROMATOGRAMAS (Cromatograffa de gases)

Potograffa v.1.1.
Fotograffa v.1.2.
rofoqrafla v.l.3.

Potografia V.8.1,
Fotograffa v.8.2.
Fotografia v.8.3.
Fotografia v.8.4,
‘ Fotograf!n-v{e.s.
' Fotograffa v.8.6.

Producto del A. terreus ATCC-
1012

Producto del A. terreus NRRL-
265

Producto del Aureobasidium sp
(H-18) ‘

Producto de fermentacibn F-6
Producto de fermentacifn F-7
Producto de fermentacibn F-8
Producto de fermentacién F-9
Producto de fermentacifn F-10

Residuos de la hidr6lisis
&cida

67

67

67
86

86
86
87
87

87



Cromatograma V.1.4,
Cromatograma V.1.5.
Cromatograma V.1.6.
Cromatograma V.1.7.

Cromatograma V,1.8.
Cromatograma V.1.9.

Cromatograma V.6.1.
Cromatograma V.6.2.
Cromatograma V.6.3.
Cromatograma V.6.4.
Croamtograma V.9.1.

Cromatograma V,9.2.

. Cromatograma V.9.13.

" Cromatograma V.9.4.

Cromatograma V.9.5.
‘.nboCo )}

Estandar de diosgenina y
colestano

Producto del A. terreus ATCC-
1012 -

Identidad del producto obte
nido del A. terreus ATCC-1012

Producto del A. terreus NRRL-
265

Producto del Aureobasidium sp

Identidad del producto obteni
do del Aurecbasidium sp

Fermentacién F-7 (no estéril)
Fermentacifn P-8 (no estéril)
Permentacifn F-9 (estéril)
Fermentacifn F-10 (estéril)

Composicifn de un residuo de
fermentacién (r-6) antes de
purificacifn por columna

Composicién de un residuo de
fermentacién (Fr-6) purificado

Composicién de un residuo de
hidr8lisis &cida antes de
purificacifn por columna

Composicién de un residuc de
hidrélisis Scida purificado

Perfil de evolucién de croma-
tografia en columna de resi-

‘duos de hidr8lisis &cida

68

69

70

1

73
78
81
82
83

90

91

92

93

94



RESUMEN

En la actualidad una de las ciencias que ha cobrado
mds importancia debido principalmnte a 159 posibilidades
de aplicacifn y desarrollo cientifico, social y econfmico,
“es la biotecnologia gracias a la cual se han podido aprove
char a diversos microorganismos para obtener productos dti
les al hombre y su ambiente. Dentro de las aplicucionu -
mis importantes que ha tenido la biotecnologia, han sido -
las biotransformaciones de iltcroldcl. que han hecho poai- -
ble la roduécl&n de los costos de varios procesos para la
stntesis de hormonas de este tipo.

Una»dc las principales materias primas para la sintesis
do hormonas esteroides es la diosgenina que se oncucntnﬁ di
tom natuzal en ciertos vegetales asociada a diversos azd-
cares formando las l.llndu saponinas) esta uocuctﬂn qui~
mica, se caracteriza por tener una unién glucosidica, sus= '
ceptible de .nr hidrolizada por las ensimas producidas por
varias especies de hongos, por 1o que se ha propuesto 'la
posibilided de desarrollar un proceso a nivel de laborato-
zio juo pruebe la !netibiudad_ de aplicar un proceso bio-
" tecnolégico para la obtencién de diosgenina, |

Se presentan los resultados obtenidos al utiiiur una
cepa que mostrS tener mayores rendimientos en la produccién
‘de diosgenina, los éualn indican la poubiudad de llevar

a cabo esta hldrbnatl: sin uba:go. es nccontio optiaiut

Yy utudur nis detalladamente algunos factoras como las con.

diciones de la materia prima, que es el barbucos los facto



res relacionados con la eficiencia y estabilidad genética
del microorganismo y los métodos de purificacifn a partir
del medio de fermentacién. !

.
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I. ANTECEDENTES

I.1. Aspectos econfmicos de la produccién de barbasco, dios=-
genina y esteroides,

El barbasco es un producto natural renovable del que se
extrae la principal materia prima para la sintesis de hormonas
esteroides que es la diosgenina,

México ocup8 hasta 1974, el primer lugar en la produc-
cifn de materias prixﬁas para la sintesis de esteroides a nivel
mundial (1). La produccibn de eatal‘ materias primas se basa
en la oxtraccidn de diosgenina a partir del barbasco, cuya ex '
:pldtacian y comercializacién esta controlada en la actualidad
v por‘ la empresa paraestatal Proquivemex, S.A., 1} cual organiza
la produccifn de diversas zonas barbasqueras del pafs, ceréa
_de las cuales existe un "beneficio® en el que el barbasco es
prqcondo hasta convertirse en harina de barbasco, la cual es
distribuida asi, a las diversas empresas productoras de elte-‘
- roides, las que extraen de dicha harina a la diosgenina y que
usan para la sintesis de algunos compuestos intermedios y/o
finales con actividad fnmcolﬁgica. |

Bl estudio del aspecto sconfmico de la explotacién y
. celn_'cializacidﬁ del barbasco y diosgenina deja ver algunos
problemu, principalmente en 1o que se refiere avpoluicaa Yy
'orglnincian {4), lo que ha llevado a una situacifn critica
& la industria mexicana de esteroides, habiendo pe'rdido en la

létullidad) gran bar_te del mercado internacional, ya que los
| i:toblun-tntcrnon han traido como ‘ccnllecuencu la ‘diminuci‘én

de la produdc;bn, no ucqandd a uaulfaur 1a demanda del mer 2



cado internacional, el cual ante dichas circunstancias, ha
tenido que recurrir a la bfisqueda de fuentes alternativas para
la obtencibn de esteroles primarios en sustitucifn de la dios-
genina. '

En 1978, el mundo utilizaba anualmente de 10060 a 2000
toneladas de materias primas para la produccién de esteroides,
con un valor en el mercado mundial de alrededor de 300 millo-
nes de dblares (6 ). En México la cantidad de harina de bar-
basco necesaria para satisfacer la demanda de las industrias
oscila entre las 5000 y 9000 toneladas al afio; habiendo sido
paia el afioc de 1983 de aproximadamente 5,500 toﬁeladas { 5).

El precio por kilogramo de harina de barbasco que paga
Proquivemex..s.h. al Leneficio es de $135.80; mientras que ei
beneficio le paga al "arrancador® solo $§17.50 por Kg. de ca-
mote recolectado; este incremento en el precio, se debe al --
ptoceséniento que recibe el camote en el beneficio, y que con
siste en el molido, fermentacifn y secado del camote para ob-
tener la harina, efectufndose este proceso con la finalidad -
de aumentar la concentracién relativa (p/p) de diosgenina por
Kg. de hitina, phes Proquivemex, S,A. paga m#s al beneficio -

mientras mayor porcentaje de diosgenina tenga la harina (8),



I;la.Estudio de mercado para la diosgenina y sus derivados.

Estg estudio tiene como objetivo, justificar cual-
quier proyecto que pretenda incrementar la oferta de diosge
nina a nivel nacional en base a los datos que se presentan.

Hasta 1978 existfan en México 6 empresas que industria
lizaban el barbasco para cbtener diosgenina con una capaci-
dad instalada de 21,875 toneladas anuales (tahla 1).

De este punto es necesario comentar las variaciones ob
servadas a lo largd del periodo estudiado (1978-1983), s0=-
bretodo en lo que se refiere a las relaciones de capacidad
atil y capacidad ociosa, Con el consumo de hﬁrina de barSag
co (tabla 2) se puede ver, que para los arnos de 1979 y 1980,
ocurre una dr&stica disminucién en el consumo de harina de
barbasco, 1o cual para explicarse, requiere de una descrip-'
- ci6n del contexto.polltico y econémico que ha rodeado al de
sarrollo de la industria de esteroides en México desde su -
inicio, la que brevemente se podrfa resumir de la siquiente:
manera:

A raiz del descubrimiento de los efectos benéficos de
ciertos esteroidés como la hidrocortisona, sobre el trata-
miento de enfermedades como la artritis reum&tica, se pro-
movié la bfisqueda de fuentes que pudieran servir para sa-

tisfacer la cerciente demanda de dichos productos.



TABLA 1. CAPACIDAD INSTALADA DE LA INDUSTRIA DE ESTEROIDES

Empresa Capacidad instalada %
toneladas anuales
Beisa 1,450 6.82
Diosynth 2,325 10.62
Progquina 6,250 28.59
' Searle 3,600 ‘ 16.45
Syntex 2,750 | 12.58
Steromex '2, 500 : _11.42
Progquivemex 3,000 : 13.72
Total 21,875 | 100.00

Fuente: (2)



CUADRO 2. CONSUMO DE HARINA DE BARBASCO

Afo Cap. Inst. Consumo de Cap. Gtil Cap ociosa
harina Tons, Tons. % Tons., %
1978 21,875 . 5,706 26,08 71,92
1979 21,875 1,885 8.61 91,31
1980 21,875 1,390 6,35 93,65
1981 21,875 2,873 12,95  81.05
1982 21,875 4,316 19.73 80.27

1983 21,875 6,000 27.43 72.57

Fuentes: (2)



Se comenz6 por la extraccif6n a partir de glindulas anima~
les, y el desarrollo de procesos de sintesis total, pero
dichos procesos resultaron ineficientes y poco rentables
cuando se encontrf que ciertos vegetales los contenfan en
cantidades mucho mayore;'s, resultando que dichas especies
vegetales se encontraban distribuidas ampliamente en di--
versas zonas del territorio nacional; se inicib entonces,
un periodo de investigaciones que concluyé en la creacibn
de los laboratorios Syntex, S.A. de origen estadounidense,
los cuales gozarcn de gran Apoyo por parte del gobierno
mexicano, protegiendoles contra otras compafifas por me--
dios fiscales, con 16 que lograron crecer rfpidamente y
llegar a monopolizar précticamente el mercado nacional e
internacional de esteroides (hormonas), d&ndole a México
;ntre ios afios de 1945 a 1955 la primacia mundial en di-
cho mercado; sin embargo, en 1965 la empresa cambia de -~
dueiio perdiendo la posicibn privilegiada que gozaba, - -
abriendo asf las puertas para el adveniniento de nuevas
empresas competidoras que serfan filiales de otras empre-

sas transnacionales (Tabla 3), siendo en un principio 9.

La aparicifn de estas empresas dif6 como consecuencia
una competencia muy fuerte entre ellas, en virtud de la
cual, sobreexpMtaron el barbasco durante mds de 25 afios,
lléqando a originar problemas en relacién a la calidad

del barbasco recolectado y a las condiciones que imponfan



TABLA 3. PRODUCTORES DE ESTEROIDES HASTA 1978

Filial en Mé&xico Matriz Origen
8Steromex, S.A. Ciba-~Geigy E.E,U.U,
Beisa, SA Shering Co. B.E.U.U.
Syntex, S.A. Syntex E.E.U.U,
Proquina, S.A. Shering AG. Alemania
Diosynth, S.A. Organén Holanda
Searle de México,

S.A, de C.V. Searle E.E.U.U.

Fuente: (5)



a los campesinos. El barbasco empez§ a ser.recolectado an
tes de tiempo manifestando una disminucién de los rendi-
mientos de diosgenina; y por otra parte, las condiciones
del campesino empeoraban cada vez mis. Ante estas circuns

tancias, la produccifn de esteroides empezb a decaer, dis

minuyendo la participacibn de M&xico en el mercado inter-

nacibnal.

Ante esta situacién, el gobierno mexicano, en 1975,
formula la creacién de la empresa Proguivemex, S.A. con
.el objeto de que sea quien adminiétre todas las transac-
ciones relacionadas con el barbasco, sobre todo lo referi
do a explotacifn y precios al campesino; asf como el im--
pulso a la industria quimico farmac8utica naciocnal, con
el desarrollo de investigaciones tendientes a domesticar
al barbasco y alcanzar las bases tecnol8gicas necesariés
a fin de integrar unz industria nacional de esteroides au
tosuficiente; sin embargo, dichos objetivos no han sido

alcanzados debido a m@ltiples factores, tales como las ma

niobras de las empresas transnacionales para soportar las-

presiocnes ejercidas por Proquivemex, contfndose entre es-
tas maniobras el almacenamiento de grandes cantidades de
harina de barbasco, y después, el fomento a la investiga-
cibn orientada hacia la busqueda de fuentes substitutas
del barbasco. Por otro lado, Proquivemex no contaba con

la infraestructura tecnolégica para el desarrollo de pro-

10



cesos que llevaran a la elaboracifn de productos finales
y no solamente intermedios, por lo cual no fu€ capfz de
competir contra dichas empresas, ocasionando el colapso

de este mercado.

Comportamiento de la demanda.

La demanda de la diosgénina solo puede ser estudia-
da indirectamente, a través de la demanda de barbasco a
- partir del cual es obtenida. En este punto se puede recu
rrir a los datos de la Tabla 2. donde se establece la ca
pacidad 4til aplicada por afio por las industrias produc-

toras de esteroides en México.

la demanda a nivel internacional se puede deducir -
del an4lisis de los datos sobre el grado de participa- -
cifn como materia prima en la produccifn de hormonas es-

teroides en relacién a fuentes alternas, Tabla 4.

Los datos anteriores pueden tomarse como un indica-
dor de la demanda creciente de los distintos productos
intermedios, los cuales se gelacionan directamente con
los productos finales, cuya demanda podrfa incrmentarse
si de encuentran nuevas aplicaciones para los productos

ya existentes o nuevos derivados con efectos diferentes,

lLa demanda de diosgenina se puede seguir indirecta-
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TABLA 4. PARTICIPACION DE LA DIOSGENINA MEXICANA EN LA PRO-
DUCCION MUNDIAL DE HORMONAS.

Afio Prbd. Mundial Participacién de la diosgenina
de hormonas mexicana en la prod. mundial
(Tons.) absoluta relativa ¢
1978 2,080 256.8 12.3
1979 2,300 84.8 3.7
1980 2,631 62,6 2.4
1981 " 3,011 127.5 4.2
1982 3,445 194.2 5.6
1983 3,942 270.1 6.9

Fuente:(2)



mente por medio del anflisis de la produccibn mundial de
esteroides  que utilizan a la diosgenina o compuestos si-
milares comec materias primas. La produccifin mundial de

esteroides ha crecido mis © menos a un ritmo sostenido

con una tasa de crecimient& de alrededor del 14% anual a
partir de 1979, lo que refleja la potencialidad del mer-
cado para estimular la produccién de materias tales como

la diosgenina. Tabla 4.

El anflisis de las cifras de produccién de diosgeni
na hacen ver claramente el efecto tan brusco que originé
el problema administrativo de Proquivemex, encontr&ndose
un mfnimo de produccifn para el afo de 1980, que coinci-
de con el nivel de participacién de la diosgenina en la
produccién mundial de esteroides, Como ya se mencion§,
esto fué una de las causas que originaron la desconfian-
z2a del mercado internacional, en cuanto'a la capacidad
de México para satisfacer la demanda y 4if lugar a las
. acciones encaminadas a la busqueda de fuentes alternati-
vas de estos productos, que signific6 en gran medida la
‘pérdida del mercado que tenia dominado México y que aho-

ra se presenta muy diffcil de recuperar.

Los volGmenes de importaic6n de los principales pai
ses importadores de esteroides representan una panorfmi-
ca del mercado internacional, el cual es cada dfa mayor

y habla directamente de la demanda de esteroides y por

13
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TABLA 5. IMPORTACION MUNDIAL DE HORMONAS

Afio Total (miles de
dolares)
1977 486087
1978 526215
1979 597279
1980 641864
668343

1981

Principales paises importadores: Italia,

Jap8n, Francia, E.U., Alemania, Espaiia,

Inglaterra yBrasil,

Fuente: (30)

14



lo tanto de materias primas para su sintesis. Tabla 5.

La tasa de crecimiento de la demanda ha variado en
cuanto al valor, entre un 10 hasta un 4% anual, manteniendo
un ritmo irreqular, pero que puede predecirse en ascenso -
constante durante el mediano plazo, en vista de la natura-
leza de -los productos esteroides que son de amplia aplica-
cibn y que deber&n seguirse produciendo cada vez en mayores
cantidades, conforme.aumente la poblacifn mundial, especial
mente en latinoamérica y el tercer mundo.

El estudio del curso de las importaciones nacionales
de hormonas esteroides también puede ser un indicador de las
condiciones en que se desenvuelve el mercade a nivel nacio-
nal, Tabla 6,

En el afio de 1978 se tiene el m&ximo volumen de impor-
taciones con 5,8 toneladas, siendo este afo excepcional en
comparacifén del afio anterior y los siguientes, en los cua®
les se puede apreciar una evolucién irreqular pero que tien
de de modo general a la disminuciSn del volumen; esta excep
cién es debida probablemente a un efecto de la mala adminis
tracién. que condujo a incrementar el volumen de materias -
primas importadas, pues no eran suficientes las producidas
en ese entonces. para satisfacer la demanda de ias iﬁdus--
trias productoras de esteroides en el pafs; lo anterior se
puede apreciar m&s claramente a partir de los datos de valor
por tonelada en los que para el aiio de 1978, se presenta el
menor valor por tonelada, gque obviamente corresponde a pro-
ductos de menor valor agregado como lo son las materias pri

mas y no productos finiles.
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TABLA 6. IMPORTACIONES DE HORMONAS ESTEROIDES EN MEXICO

Al Vol. Tons. % Ao base  Valor (dls.) § afo base Valor/Ton.(dls.)

1977 1.1 100.0 697,160.00 100.0 633,681.80 |
1978 5.8 527.3 598,800.00 859 103,241.40
1979 0.5 45.5 374,320.00 53.7 748,640.00

| 1980 1.2 109.1 797.080.00 114.3 664.233.30
1981 1.8 163.6 986,680.00 141.5 548,155.50
1982 1.0 90.9 868,460.00  124.6 968,460.00

1983 0.9 " B1.8 692,650.00 99.4  769,611.10
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Por otro lado, en cuanto a los afos de 1979 a 1983,
los volfimenes y valores de las importaciones no fluct@an
grandemenée, trat8ndose en este caso de productos de mayor
valor agregado, lo cual deja ver que el problema de la in~-
dustria mexicana de esteroides para elaborar productos -~
finales o activos, no ha sido posible resolverlo, persis-

tiendo esto hasta la actualidagd.

Comportamiento de la oferta.

La produccifén mundial de hormonas esteroides, utili-
zando a la diosgenina mexicana, tuvo su auge entre los -
afios cincuentas y principios de los setenta, en virtud de
que abastecfa una parte sustancial de la demanda mundial,
llegando a cubrir hata el 90% de esta demanda; sin embar-
go, la produccién de diosgenina y algunos derivados deca-
y6 en forma considerable por los ya mencionados problemas,
para suministrar en 1976, Gnicamente el 8% de la demanda
- mundial. - |

La oferta de diosgenina se puede estudiar a nivel na~
cional diréctamente por la produccién registrada durante
los afios de estudio, y que puede ser calculada a partir
de la cantidad de barbasco procesado en estos afos, consi
derando un contenido de diosgenina de 4.5% por kilogramo
de harina de barbasco, las cifras se muestran en la tabla

7.



TABLA 7. PRODUCCION DE DIOSGENINA EN MEXICO

Afo Produccibn Tons.
1978 256.8
1979 84.8
1980 ' 62.6
1981 127.5
1982 194.2
1983 270.1

Puente: (2)



Continuando con las observaciones de la Tabla 7, se
puede ver que a partir de 1981, hasta el afio de 1983 -
existe una recuperacifn constante que logra superar, in-
cluso, a la producci8n de 1978, lo que hace pensar que
dicha recuperacién puede continuar en tanto las condicio
nes de administraci6n y del mercado sean favorables o al
menos constantes, sébre todo sabiendo que ain no se ha

utilizado el 100% de la capacidad instalada. (Tabla 2).

Por lo anterior, parece que con solo aprovechar ade
cuadamente la capacidad instalada y adminsitar eficiente
mente 1los recursos que se poseen, podrfa recuperarse la
capacidad de oferta que requiere la demanda mundial; sin
embargo, la sola produccifn de diosgenina es algo que no
se debe buscar, pues esto solo es un signo de la depen-~
dencia tecnolégica gque sufre el pais; puls debe buscarse
el desarrollo tecnolégico necesario para elaborar produc
tos intermedios o finales con mayor valor agregado que
sean capaces de incrementar la entrada de divisas al -~
pals, con cuyos beneficios podrfan financiarse muchos -
proyectos encaminados a esa independencia tecnolégica,
siendo precisamente el campo de los esteroides dentro
del sector que incluye a la industria quimico farmacéuti
ca uno de los que requieren mayor apoyo, dada la impor-

tancia y potencialidad econémica que representan tahto a
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nivel nacional como a nivel internacional.

Los proyectos encaminados a incrementar la oferta de
diosgenina a nivel nacional e internacional deben considg.
rar la participacién en el mercado de otros productos si-
milares obtenidos de diversas fuentes y que estdn en fun-
cién de la materia prima y de las caracteristicas econdmi
cas del pais que las tiene, por ejemplo se pueden mencio-

nar los productos similares en plantas silvestres como el

‘barbasco en M8xico, en otros paises: barbasco en campos

de cultivo (Guatemala, India, China y E.E;U.U.): de fuen-
tes animales (Francia y Holanda), de petroqufmicos (R.F.A.
y Suiza) y de desechos como los de la soya (E.E.U.U,) Ta-

bla 8, -

la diosgenina como tal, no se importa ni se exporta;
sin emb;rgo, parecerfa posible tomar como un indicador de
la oferta existente los volfimenes de exportacién de hormo
nas registradou,vpéro se debe tener cuidado con estos nt=
meros ya que parece haber una confusifn en cuanto a los
términos utilizados ya que muchas veces lo exportado no
son hormonas sino productos intermedios que salen del --

pals para su transformacién final. Tabla 9.

Dentro de lasoferta, se dice entonces, que indirecta-

mente se puede estudiar la produccifn de diosgenina a tra

vés de los productos exportados, pero teniéndo en cuenta
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TABLA 8. PAISES PRODUCTORES DE MATERIAS PRIMAS PARA LA

SINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES

. Pais Producto
México Diosgenina
E.U.A. Estigmasterol y sinte~
sis total —
| ‘Guatemaia - Disogenina
Francia Acidos biliares y
: sintesis total
Holanda éolesterol, 8cidos bi--
liares y sintesis total -
Africa Hecogenina
India Diosgenina
URSS Solasodina
, China’ Diosgenina

Fuente: (31)
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TABLA 9. EXPORTACIONES DE HORMONAS ESTEROIDES DE MEXICO

Afio Vol. Tons. % al afio Valor en miles
: base de pesos
1977 - 129.6 100.0 487,190.8
1978 47,0 36.3 164,663.1
1979 25.0 ' 19.3 ‘106,414.9
1980 235.0 ¢ 181.3 167,‘651.7
1981 295.0 227.6 313,482.5
1982 - 27.0 20.8 597,702.7
1983 31.0 23,9 1'007,655.3

v

Fuente: (31)
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las aclaraciones anteriores, se analiza el curso de las expor-
taciones de hormonas y derivados esteroides. Tabla $.

De manera general, se puede observar el perfil de evolucifn
en los vollmenes exportados con un "baja, sube, baja", que solo
coincide en parte con los datos de produccifn de diosgenina, lo
cual parece:indicar que ya se estan produciendo realmente hormo
nas para satisfacer la demanda interna, de lo cual no se dispo-

ne de datos.
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I.2 Generalidades e importancia de los esteroides.(10).

Este extenso qrupo de compuestos tiene alguna relacién
estructural con los terpenos. lLa diversidad de su actividad
fisiol6gica lo hace uno de los grupos mis estudiados entre
los productos biolégicos. Sus miembros tienen una estructura
b&sica al ciclopentano-perhidrofenantrenc, constitufdo por -
tres anillos de ciclohexano unidos y dispuestos de forma no

lineal, correspondiendo a la disposicifn del fenantreno y un

anillo terminal de ciclopentano.

Figura 1. ciclopentanoperhidrofenantreno
Se pueden considerar ciertas caracteristicas generales
de este grupo, con referencia a un miembro tfpico: el coles-

tanol.

Firmura 2. Colestanol
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Se observa que cada anillo est8 completamente saturado.
Cuando existen dobles enlaces en estas f8rmulas se indican es
pecificamente. Con resﬁecto a esta f6rmula se pueden sefialar
ciertas caracterfsticas de aﬁlicacibn general. lLa existencia
de un sustituyente oxigenado en el carbono 3, es una caracte-
rfstica comln en casi todos los esteroides naturales. Sobre
loa &tomos de carbono 10 y 13 hay grupos metilo 'andulares"
gsefalados con los nfmeros 18 y 19. Es &sta también una carac-
terfstica genral, Sin embargo,en los estrdgenos. el anillo A
es aromitico y en estas condiciones el Atomo de carbono 10 no
1lleva grupo metilo. Puede haber un sustituyente alifdtico en
el Atomo de carbhono 17, Este sustituyente sirve como base pa-
ra la clasificacién de los esteroides, agtupahdose de acuerdo
con el nfimero de Atomos de carbono de esta cadena lateral. -
Asf, en los esteroles hay 8; 9 ¢ 10 ftomos de carbono, 5 en
los 4cidos biliares, 2 en los esteroides corticales de la - =~
adrenalina y la progesterona y ninguno de los estrééenos y an

dr6genos naturales.

Conformacifn y consideraciones estéricas, La represen-
tacién conformacional del colestaanindica que la molécula es
rigida. Las letras pequefias de la férmula (a} y (e} se refie-
ren a sustituciones axiales o ecuatcriales, respectivamente,
No se han representado en la figura todos los dtomos de hi-
dr6geno; algunos de ellos se indican por 1tneas contfnuas o
pun:eadas. La conformacifn en silla del ciclochexano es més es

table que la de bote. En el colestanol los anillos B y C es-

*figura 3.
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t4&n dispuestos rigidamente en la conformacibn en silla, por
las uniones trans a los anillos A y D, El anillo A es libre
de asumir la forma de bote, pero la inestabilidad asociada
con la forma de bote del mismo ciclohexanc se potencla por
una fuerte interaccibn entre los grupos metilo e hidroxilo
de las posiciones C-10 y C=3.

En el colestanol hay nueve centros de asimetria en la
molécula, estando &stos en los Stomos ae carbono 3, 5, 8, 9,
10, 13, 14, 17 y 20. En la representacibn estructural del es
teroide, los sustituyentes gue est&n orientados en B (de - -
frente) se indican por una lfnea contfnua; los que estan - -
oriéntados en a (det;és) se representan por una linea puntea
da. Asf los grupos metilo angulares en los &tomos de carbono
10 y 13-estén orientados en 8, como lo esta también el hidro

xilo en 3, el hidrégeno en 8 y la cadena lateral en 17:

Figura 3. Conformacién estructural del colestanol
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Las dos posiciones de asimetrfa justifican que un &tomo
de hidrbfgeno del C-5 puede estar, bien al mismo lado del pla
no de la molécula que el grupo metilo del C-10 o en el lado
opuesto. En el primer caso, los anillos A y B estar&n en po-
sicibn cis, uno con respecto al otro, y la molécula se dice
entonces que tiene una configuracifn "normal”. Si el hidrbge
no y el metilo se encuentran én lados opuestos los anillos A
¥y B son trans, uno con respectb al otro, y la molécula se di

ce que tiene la configuracifn "alo",

Figura 4.
CHy ’ H,
:
" "
A/B cis normal ’ A/B trans alo

El grupo hidroxilo del carbono 3 puede orientarse de

forma similar en a o en B.

Figura 5.

~alfa-oH o bet a-OH
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Sapogeninas. Las sapogeninas son esteroides de 27 itomos
de carhono con una cadena lateral de tipo espirocetal, que se
encuentranen las plantas en forma de glucbsidos llamados sapo
ninas, las cuales tienen ciertas caracter{sticas fisicoquimi-
cas: son solubles en agua y etanol pero no en #ter, algunas
de ellas pueden formar complejos con otros esteroides 3-8-hi-
droxilados. Las soluciones acuosas forman espuma ficilmente
debido a que é&stas reducen la tensidn superficial del agua.
Las saponinas pueden provocar la hem8lisis.(11l).

Las saponinas pueden ser hidrolizadas por 8cidos o enzi-~
mas dejando las sapogéninas libres, Dado que la mayorfa de eg
tas ﬁltimas son considerablemente estables, rara vez se en-
cuentran IAS dificultades originadas en la produccién de deri
Qados, Ean comunes en el caso de los aglicones cardiacos.(11)

La mayorfa de los espirostanos pertenecen a la serie -
"5 a 8i bien una minorfa importante poseen la configuracib6n -
"5 B8 y tambi&n son comumes los compuestos insaturados en 5, es
peciaimente la diosgenina, gue es en este caso, nuestro punto -
de estudio.

En las sapogeninas pueden encontrarse grupos hidroxilo
en los carbonos 2, 6, 12 y 15, El espirostanc o grupo espiro-~
cetal no se encuentra en ninguna otra clase de productos nétg
rales, Consiste en un anillo de 5 miembros (E) y otro de 6 (F),
ambos heterociclos, de tipo espirostano en C-22., Lo nombres
sistem§ticos en particular, son de la forma 20 a, 22-a, 25-D

espirost-S-én 3ig-ol,
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Los fndices o o B en C-20 se refieren a la configuraci®n
del grupo metilo en el anillo E,

Los sfmbolos 22-a y 22-b se refieren a la posicifn del
&tomo de oxfgeno en el anillo F con respecto al C=22,

La determinacibn 25D o 25L se refiere a la propiedad 6p-
tica dé desviar la luz polarizada.

Pueden existir ocho isfmeros debido a la isomerfa en -~
Cc-20, C-22 y C-25.

Aquellos compuestos cuyo anillo F estd abierto se llaman

furostanos.

DIOSGENINA

Diosgenin: 20 a, 22a, 25D-espirost 5-~en 3-f=-ol (8 y 28)

La importancia qufmica de la diosgenina, como se mencio-
narS mis adelante, reside en su predileccifn para ser utiliza
da como base de sintesis qufmica y/o microbiolfgica de com-

puestos esteroides de grandisima importancia farmacolbgica.
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Los esteroides son vitales en el control y funcionamien-
to de diversos sistemas bioguimicos dentro del organismo. (10}

Las familias de esteroides de mayor importancia que se
pueden mencionar Y que juegan un papel importante en el orga=-
nismo son las siguientes: | r

- Adrenocorticosteroides

-~ Hormonas sexuales

-~ Sales biliares.

Entre los adrenocorticosteroides podemos mencionar axla
hidrocortisona, pregnenolona, progesterona y adrenalina, de
las cuales dependen sistemas tales como los que controlan el
balance de electralitos, el metabolismo de carbohidratos, 11-
pidos y protefnas y fenémenos Inflamatorios e inmuncl6gicos.

Las hormonas sexuales juegan un papel indispensable para
el desarrollo de los caracteres sexuales primarios y secunda-
rios;'entre estas hormonas podemos mencionar a la testostero-
na, estradiol y androsterona lag cuales,desde el punto de vis
ta farmacolfgico, tienen gran importancia ya que son ampliamen
te utilizadas para tratar deficiencias de estas hormonas o en
terapias de sustitucién y para la fabricacién de ahticoncepti
vos.

Finalmente, las sales biliares que juegan un papel funda
mental en la asimilacifn de lfpidos de los alimentos que inge
rimos; estre estas podemos mencionar a los 4cidos cBlico, tau
roc6lico y glicocflico, que actfian b&sicamente como tensocacti

vos facilitando la solubizacifn de 1las grasas y cuya adminis-
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tracibn, en casos de insuficiencia biliar o hepAtica, es in-
dispensable para mantener un equilibrio de estos elementos en

el organismo.



32
1.3, Generalidades de los procesos biotecnolégicos.

Biotecnologfa se puede definir comogla utilizacifn de -~
los microorganismos o componentes de ellos (enzimas) para la
produccibn o transformacibn de productas fGtiles a los intere-
ses del hombre, pudiendo decirseque la biotecnologfa tiene en
estos momentos, una gran importancia gracias a las perspecti-
vas de desarrollo que ofrece en aspectos tales como el cien-
t{fico, econémico y social.

Una de las particularidades de la biotecnoloq!; es su ca
:ictor multidiciplinario, ya que ella requiere la aplicacién
" de los conocimientos de varias ciencias tales como la micro~
biologfa, genética, giologta molecular, bioquimica, gqufmica
orgénica e inorg8nica, ingenierfa quimica y civil, etc.; ade-
més, su desarrollo requiere también estudios sociales y de e-
conomia.

Como se menciohd anteriormente, los microorganismos son
el pilar de esta actividad; existen cuatro clases de microor-
ganismos de inteéés industrial: levaduras, hongos, bacterias
y actinomicetos(6Las levaduras y los hongos son los m&s explo
tados. Se trata de organismos eucariotes cuyas células, al -
igual que las vegetales y animales, tienen un nficleo definido
por una membrana y portan mis de un cromosoma; contienen ade-
mis, organelos tales como mitocondrias (responsables del prin
cipal suministro de encgfa de la célul@). Las bacterias y acti
nomicetos, por el contrario, son procariotes: carecen de mem-
brana nuclear y mitocondrias, poseen un solo ctonolonneliondo

en general mucho menores en tamafio que los eucariotes.
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Existe una semejanza aparente entre los hongos y los acti

nomicetos: dnos y otros son filamentosos, crecen como un sis-
tema ramificadc de hifas filiformes, pero no como células ais
ladas. las levaduras y bacterias, por otro lado, son unicelu-
lares en condiciones normales.

Los productos de inter&s comercial de estos microorganis
mos se encuadran en cuatro categorfas principales: a) las cé-
lulas microbianas en s8I mismas (biomasa); b) las macromolécu-
las que sintetizan, por ejemplo, enzimas; c) los productos de
su metabolismo ptimafio, por ejemplo, amino§cidos, (compues-
tos esenciales para su creciﬁiento) y d) los productos de su

'motabolilmo secundario, por ejemplo, antibifticos {(compuestos
no esenciales para su desarrollo).

Entre las aplicaciones de fndole comercial gue poseen las
células microbianas hay gque destacar dos importantes., La pri-
mera se refiere al suministro de protefnas para alimentacifn
animal; y la segunda incluye también a las células microbia=-
nas para llevar a cabo conversiones biol8gicas, a través de -
las cuales, un compuesto se transforma en otro estructuralmen
te relacionado por la intervencién de una o m&s enzimas apor-
tadas por la cé€lula. En las conversiones biolégicas, pueden -
participar c@lulas en crecimiento, c8lulas sin crecimiento,
esporas; y hasta células desecadas. Los microorganismos,que
pueden llevar a cabo casi todo tipo de reacciones quimicas,
gozan de muchas ventajas frente a los reactivos quimicos; por
ejqnplo, muchas reaccionés quimicas no biolBgicas exigen un
considerable aporte de enetgggparq calentar o enfriar elltan-

que donde ocurre 1; reaccifn, suelen realizarse en solventes
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org&nicos y a veces requieren catalizadores inorgidnicos gue -
pueden contaminar el medio. Por Gltimo, de muchas reacciones
quimicas no biol6gicas resultan productos colaterales indesea
bles, que debn desecharse en una etapa posterior de purifica-
cibn. Adiferencia de lo anterior, las conversiones biol&gicas
transcurren a temperaturas ambientales, emplean aqua como di-
solvente; otra ventaja,es la especificidad de las conversio-
nes biolBgicas, ya que por lo comGn, una enzima cataliza solo
una reaccifn en un lugar determinado de la molécula sustrato.
La conversifn biolfgica de etanol en una soluci8n dilufda
de Scido acético (vinagre) se realizaba ya en Babiionia 5000
a. de C. Entre las conversiones biolégicas de interés sobre-
saliente p&:a la industria farmac@utica se deben mencionar -
las implicadas en la produccién de penicilinas semisint&ticas
y la produccifn de esteroides donde se ha reemplazado una reac

cifn quimica que contaminaba por una reaccién biol8gica limpia.
I.4. Introduccidn a la biotecnologia de esteroides.

ﬂon resultados m&s convincentes que se han obtenido por
| los mBtodos de bicconversibn corresponden a la sintesis de -
‘ hormonas esteroides. (6, 12, 13 y 14) _

A principios de los afios treinta, E.C. Kendally T. Reichs
tein aislaron la cortisona, esteroide secretado por las gl&n-
dulas suprarrenales. Una década mis tarde, Phillip S. Hench
y E.C. Kendall demostraron que la administracién de‘co:tilona
podta aliviar el dolor de los pacientes con artritis reumiti-

ca. La respuesta inmediata fu# una gran demanda de la hormo-
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na. Se desarrollaron métodos quimicos para su sintesis, -
pues el mercado potencial era muy prometedor. La sfntesis -
gufmica requerfa 37 pasos, algunos de los cuales son criticos,
lo que seltraducfa en un costo muy elevado del producto: fa-~
bricade en esas condiciones, valla alrededor de 200 dls, por
gramo. Una de las mayores dificultades que presentaba la sin
tesis quimica de cortisona es la introduccién de un oxfgeno =
en la posicidn 11 del esteroide. Se trata de un paso crucial
para la actividad fisiol6gica de la molécula. En 1952 D.H.
Peterson y H.C. Murraydescubrieron que una cepa del hongo -
Rhizophus arrhizus hidroxilaba progesterona, introduciendo un
Stomo de oxfgeno en la posicifn 11. la progesterona es un in-
termediario en el proceso de sintesis de cortisona; y por me-
dio de la utilizacién de la hidroxilacifn microbiana, la sfn-
tesis de cortisona se redujo de 37 a 11 pahos, abaratdndose -
en consecuencia, los costos. El precio de la cortisona pasé a
gser de 6 dls por gramo.

El descubrimiento de la hidroxilacibn microbiana de la
progesterona trajo consigo importantes repercusiones econémi-
cas. El proceso fermentativo podfa llevarse a cabo a 37°C,
con agua como solvente y a presién atmosférica. La reaccibn
efectuada en estas condiciones es mucho m&s barata que la que
se realizaba en condiciones extremas de presibn y temperatura
Y con disolventes distintos del agua como exigfa la primitiva
sintesis de cortisona.

A partir de entonces, se han encontrado otras funciones
a delémpeﬁar por los miéroorganismos en la sintesis industrial

de esteroides como cortisona, hidrocortisona, prednisona y -
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dexametasona, el andrfgeno testosterona, el estrfgeno estra-

diol (estos dos Gltimos utilizados como anticonceptivos) vy la
espirolactona (diurético). Para la fabricacién de todos ellos
se parte de esteroles, que son alcoholes complejos. Las fuen-
tes principales de dichos esteroles son los residuos de acei-'
te de soya, ricos en estigmasterol y sitosterol, y las rafces
de la planta mexicana de barbasco que contienen diosgenina,

En la produccifn de esteroides a partir de esteroles ve-
getales, el primer paso consiste en la degradacifn de la ca~-
dena lateral de la molécula del esterol la que en algunas com
pafifas farmacluticas se realiza utiliszando una micobacteria,
lc que abarata una etapa gue antes se hacfa por métodos no -
biolSgicos. Las micobacterias recurren a los esteroles como
!u.nte.dc carbono y energfa; las cepas mutantes gue carecen -
de qlorta- enzimas no pueden completar la reaccifin, pero se
aprovechan tales mutantes para degradaciones parciales que -
rinden importantes metabolitos intermediarios. También exis-
tepotras bacterias que modifican el nicleo esteroidfo, dando
A lugar a una gran variedad de derivados. ver figura 7.

En 1980, el gramo de cortisona valfa en los Eitadol Uni=-
dos 46 centavos de dflar lo que implica una reduccifn de 400%
sobre el precio original. Fl constante descubrimiento de nue~
vas aplicaciones para los esteroides (contracepcifn, trata-
miento de insuficiencias hormonales, enfermedades de la piel,
inflamaciones y alergias) unido a una produccién mis eficaz
de los mismos, ha generado una amplia demanda de dichos fér-
macos. En este sentido, el volumen total mundial de vont;a de

los cuatro principales esteroides (cortisona, aldosterona,



Figura 7.

RUTAS DE CONVERSION DE ESTEROIDES.
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prednisona y prednisolona) estuvo alrededor de los 300 millo-

nes de dblares en 1978, siendo entonces los productos mis im-

portantes que se obtienen de los procesos de bioconversién.
1.5. Generalidades y descripci®n del barbasco. (29) .

Existen diversos vegetales que contienen naturalmente a
la diosgenina, entre los que podemos mencionar: magueyes (gé-
nero Agave), Izotes (género Yuca) y otras pertenecientes a -
las tamtlialhlllilceal, AmarilidSceas y Dioscorefceas. (15)

Aunque la diosgenina se encuentra presente como glucbsi=-
dos en los vegetales mencionados, es el barbasco el que por ~-
sus caracterfsticas biolégicas, ofrece mayores ventajas para
ser utilizado como principal fuente de obtencién de diosgeni-
na, ya'ﬁuo es el que la contiene en mayores proporciones y su
cultivo (silvestre) y manejo es relativamente f&cil y econ6-
mico. (15).

“El barbasco como nombre genérico, comprende una gran va-
riedad de especies; sin embargo, este trabajo se refiere a una
especis en particular que es la Dioscorea composita.

Las dioscoreas son hierbas o arbustos con tallos herbé-
ceos ttopidorol, que parten de grandes rafces tuberosas o ri-
zomas nudosns (camotes). Tienen Jojas anchas, fracuentemente
acorazonadas y reticulopalmadas, variando desde simples hasta
compuestas, Presentan flores pequefias, dioicas, regulares, -
c¢on un perianto que hace las veces de élliz, con seis 18bulos,
seis estambres y un ovario de trescavidades. Generalmente,

el fruto es una cfpsula triangular, membranosa o alada que -
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contiene semillas aladas.

La parte que se utiliza para la extraccibn de saponinas
es el rizoma desecado, ya que las demds partes de la planta -
solo contienen cantidades minimas de saponinas.

Las rafces del barbasco tienen un difmetro de alrededor
de 20 cm. ¥y crecen paralelas al suelo; su cosecha puede lle-
varse a cabo cada dos aiios sin necesidad de nuevas plantacio-
nes. (15,16)

El barbasco crece en una amplia regifn de la Repfiblica -
Mexicana, particularmente en los estados de Veracruz, Oaxhca,
Chiapas, Tabisco. Guerrero y estado de México; sin embargo, =
se le puede cultivar en cualguier parte con clima hfimedo tro-
pical. (17).

La planta esta compuesta en general, por resinas, almi-
d8n, celulosa, oxalato de calcio y saponinas. (18).

‘Desde hace casi 50 afios en que acontecif la llamada “re-
volucién de los esteroides”, aument8 la explotacibn de estas
rafces a tal grado que se tuvo que establecer una ley que pro
hibe la exportacifn de esta planta desde 1951; con el fin de
racionalizar su explotacifn y aprovecharla particularmente -
desde el punto de vista sconémico.

Gracias a los eltudiop de varios investigadores, como -
Marker (19), Kawmsaki (20), Espejo (21) y otros, se ha determinado la natu
raleza y caracteristicas de las saponinas del barbasco, esta-
bleciendo que la planta tiene una compleja mezcla de saponinas
siendo las mfs abundantes las siguientes:

Dioscina: Dlosgenin:(2,4-bis-a-L-rhaﬁnopiranosil)-B-D—-

glucopiranfsido.
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Trillina: Diosgenin:3-B~D—glucopiranésido.
Prosapogenina A: Diosgenin:3-0~(a=L-rhamnopiranosil 1-2j)-
f-D-glucopiranfsido.
Prosapogenina B: Diosqenin:3-0-{o-L-rhamnopiranosil 1-4)-
f-D-glucopiranésido. .
Adem3s, también se encuentran algunos glicosidos de furos

tanol en los cuales, &ste esta unido a dos restos de glucosa

en las posiciones 3 y 26 del esteroide.

Pioscina: R1=R,=u-L-rhamnosa.

Trillina:,R1=R2=H.
Prosapogenina A: R1=a~L—rhamnosa, RZ'“'

Prosapogenina B: R;=H, R,=q-L-rhamnosa.
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I.6. Antecedentes experimentales.

Como se mencion® anteriormente, la diosgenina se encuen
tra de modd general en los vegetales mencionados, asociada -
guimicamente a azficares mediante un enlace beta-glucosidico;
sin embargo, para poder utilizarla como materia prima, es ne
cesario que se encuentre como aglictn (sin el azficar) para -
1o cual, se ha llevado tradicionalmente una hidr8lisis Scida
utilizando &cidos miperales y altas temperaturas; esto impli
ca ciertos inconvenientes tales como la utilizacisn de §ci-
dos escasos y caros, condiciones extremas de reaccidn que -
traen consigo un desgaste excesivo de los reactores, un gran
gasto energético y contaminacién ambiental debido a los re-
siduos que son desechados.

A ralz de los experimeétos llevados a cabo en el labora-
torio para estudiar la actividad de las enzimas producidas
por hongos que se desarrollan en sustratos celulsicos, y en
base al conocimiento de que los coﬁplejos enzim&ticos del sis
tema de celulasa tienen actividad de beta-glucosidasas, se -
pensé en la posibilidad de probar su accién sobre los enlaces
beta-glucosidicos de las saponinas del barbasco.

Se escogib entre varias cepas, una en particular, debido
a su capacidad de hidrolizar algunas de las saponinas del bar
basco (22).

Teninedo como antecedentes el trabajo realizado por Krider
et.al. (23) en el cual se reportan, por primera vez, enzimas
extracelulares de hongos del género Aspergillus, y Penicillium,
crecidos en un medio que contenfa saponinas extraidas de algu-

nas especies de Agave para su hidrblisis; y por otra parte, el
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trabajo realizado por Rothrock et. al. (24), se decidib pro
bar comparativamente la capacidad de algunos hongos similares
a los reportados, con el hongo aislado en el laboratorio. As!
mismo, tratar de desarrollar un procedimiento que incluyera
los pasos necesarios para la obtencifn de diosgenina a partir ,
de las saponinas del barbasco mediante una hidr6lisis micro-

biol&gica en un proceso fermentativo,
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OBJETIVOS

1.~ Obtencién de diosgenina a partir de las sa-
poninas del barbasco (Dioscorea composita)

mediante un procedimiento biotecnolégico.

2.~ Aplicacibn de las técnicas fermentativas y
utilizacién del potencial bioquimico de mi-
croorganismos en sustitucifn del procedi-
miento quimico para la obtencidn de ﬁiosge-

nina.

3.,- Desarrollo Qe un procedimiento en el labo-
ratorio, susceptible de ser aplicado a ni~-
vel industrial para la obtenci8n de diosge

nina.

4.~ Evaluacifn comparativa entre el proceso bio
tecnolégico y el proceso quimico en cuanto
a rendimiento, calidad v factibilidad de de

larrolld industrial.



IXI. MATERIAL, EQUIPO, SOLVENTES, REACTIVOS Y SUSTANCIAS,

EQUIPGC.
ROTAVAPOR

BOMBA DE VACIO
M-FE~1500

HORNO
N-FF-293

PISTOLA DE AIRE
M-HG-301

CROMATOGRAFO DE GASES
M-3700

REGISTRADOR DEL C.G.
M-9176 .

CENTRIFUGA SORV.
RC-5 .

OLLA DE PRESION
AUTOCLAVE

RELOJ DE LAPSOS

BALANZA DIGITAL
M-1219-MP

BALANZA DE DOS PLATOS
LICUADORA

BARO DE VAPOR
DETERMINADOR DE PUNTOS
DE FUSION MELT-TEMP,

FOTOCOLORIMETRO
ESPECTRONIC 20

PLNCHA DE AGITACION
T=1000

POTENCIOMETRO DE pH
M-LS

MARCA
BUCHLER INSTRUMENTS

FELISA

FELISA

MASTER APLIANCE
VARIAN

VARIAN

DUPONT INSTRUMENTS
ALL AMERICAN

CENTRO DE INSTRUMENTOS

UNAM

GENERAL ELECTRIC
SARTORIUS

OHAUS
QSSTERIZER

CENTRO DE INSTRUMENTOS
UNAM

LABORATORY DEVICES

BAUSCH & LOMB
THERMOLINE

SARGENT WELCH



CAMPANA DE FLUJC LAMINAR

PANEL DE FERMENTACION
M-19-1400

JARRA DE FERMENTACION 14 1.
MANTILLAS ELECTRICAS

REOSTATO
M-R510

- MATERIAL.

CROMATOPLACAS SG-60
5x20x0.25 om.

MATRACES FERNﬁACH

CAJAS PETRY DESECHABLES
‘ASA PLATINO-IRIDIO
CAMARAS PARA CROMATOPLACAS
MORTERO CON MANO

VASOS DE PRECIPITADOS

50, 100, 250, 500 y 1000 ml.

PROBETAS
10, 50, 100, 500 y 1000 ml,

MATRACES ERLENMEYER

125, 250, 500, 1000 y 2000 ml.

TERMOMETROS

PIPETAS
1, 5, vy 10 ml.

PIPETAS PASTEUR
EMBUDOS DE VIDRIO
MECHEROS BUNSEHN
EMBUDOS BUCHNER
PISETAS

TUBOS DE ENSAYE

VECO

NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC CO.

NEW BRUNSWICK.
GLAS~-COL APARATUS CO,

CSYMA

MERCK

PYREX

CRIVE

PROVEEDOR CIENTIFICO
WHATTMAN

PYREX

PYREX

PYREX

PYREX

Iva Y PYREX

SCIENTIFIC PRODUCTS
PYREX

PROVEEDOR CIENTIFICO
PIMSA

NALGENE

PYREX



MATRACES KITASATO
125, 250, 500 y 1000 ml.

EXTRACTOR SOXHLET
CARTUCHOS P/SOXHLET
MATRAZ DE TRES BOCAS

EMBUDOS DE SEPARACION
60, 250, 500 y 1000 ml.

JERINGAS DESECHABLES

" MATRACES AFORADOS
100 y 500 ml.

COLUMNA PARA CROMATOGRAFIA
3 X 45 cm.

VIALES 15 X 45 mm.

VIALES C/TAPA
21 X 70 mm.

GRADILLAS
BSPATULAS ACERO INOX,

MATRACES DE BOLA
250 y 500 ml.

PAPEL FILTRO

CINTA TESTIGO DE ESTERILIDAD

ALGODON Y GASA.

PYREX

PYREX *
WHATTMAN
KIMAX
PYREX

B-D PLASTIPAK
PYREX

PYREX

KIMBLE
KIMBLE

PROVEEDOR CIENTIFICO .

SCIENTIFIC PRODUCTS.
PYREX

WHATTMAN
TUCK

SOLVENTES, REACTIVOS Y SUSTANCIAS

CLOROFORMO
ACETATO DE ETILO
BENCENO

METANOL

PIRIDINA
N~HEXANO

ETANOL

J.T. BAKER Y MERCK

L] L]
L] L]
" L}
" L]
L] -
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ACETONA

HIDROXIDO DE SODIO
FENOL

SULFATO DE SODRIO ANHIDRO

GEL DE SILICE
60-200 MALLAS

VAINILLINA

ACIDO SULFURICO
AGAR PAPA GLUCOSA
ARENA DE MAR P.A.
TWEEN 80 G.R.

ANTIESPUMANTE
SAG~471

COLESTANO STD.
DIOSGENINA STD,
HARINA DE BARBASCO

47

J.T. BAKER

MERCK
MERCK
SIGMA
UNION CARBIDE

PROQUIVEMEX S.A.
PROQUIVEMEX S.A.
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IV. METODOS

Iv. 1. Descripcibn de medios de cultivo.

Se utilizan dos medios de cultivo: el primero, para la
conservacién de la cepa; y el segundo, para la fermentacién:

Medio #1. Conservacifn y propagacibn:

Agar=-papa=-glucosa (PDA) Merck

Medio #2. Fermentacifn:

Harina de barbasco 2.0 PV

Tween 80 G.R. ) 0.28 VNV

Agua destilada

pH despues de esterilizacién 4.6-5.2

los medios se esterilizan en autoclave a 121°C (18 lbs)

durante 20 minutos.

IV, 2. Descripcifn de los microorganismos.

Se estudiaron tres cepas de hongos. La primera de ellas
e8 un Aspergillus terreus NRRL 265 el cu;l, es un hongo de -~
colonias redondas, elevadas grandes, con crecimiento micelial
afreo y esporulacién abundante muy volstil, de color amarillo
caracter{stico.

El segundo hongo es un Aspergillus terreus ATCC 1012; el
cual, es un hongo de colonias redondas elevadas grandes, de
crecimiento mlcelialaéreo y esporulaciﬁn abundante caractea-
ristica de color verde muy vol&til.

El tercer hongo fu& aislado de bagacillo de cafia: se tra
ta de un levaduriforme, de colonias, redondas, elevadas y pe-

queifias; cuando crece a las 48 h. sus colonias son blancas y

!
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cremosas; al esporular (72 h.) toma un colpr anaranjado carac
teristico que se intensifica al paso del tiempo, presenta gran

adherencia al agar. Se le clasific6 como un Aureobasidium sp.

nombr&ndosele en el laboratorio "H-18",
Todos los hongos son cultivados inicialmente en el medio
#1, se siembran con la ayuda de un asa estéril esparciéndolos
" por toda la superficie del agar; se dejan crecer a 29°C duran
ot

te 72 h. y posteriormente se les pone a temperatura ambiente

para que esporules durante 72 a 96 h.

IV. 3. Preparaci8n de la suspencifn de esporas.

Una vez iundu las 72 h,, se toman de 30 a 40 cajas del
microorganismo, a las cuales se les agregan de 2 a 3 ml. de
agua destilada estéril a cada una; mediante el asa previamen
te esterilizada se f:lccionn la superficie de los cultivos a
£in de desprender las esporas y suspenderlas en agua, después
se succiona suavemente con una jerinag desechable de un nml,

Y se vacian en un matraz erlenmeyer de 250 ml estéril, reco '
lecténdose en total alrededor de 50 ml, a los cuales, poste-
riormente se les determinari la concentracifn de esporas por

densidad Sptica en el fotocolorimetro.

Iv.4. Determinacién del volumen para infculo.

De la suspencifn de esporas obtenida anteriormente se
toma con ayuda de una pipeta estéril, un ml., de la suspen-
cién, el cual se vacia en un tupo de ensaye y se le agregan
9 ml. de agua destilada para obtener una dilucién 1:10, Se

lee su absorbancia a 540 nm. en el fotocolorimetro contra
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un blanco de agqgua destilada; si socbrepasara el rango aceptable
de concentracibn, se hace otra dilucibn 1:10,
Se aplica la siguiente férmula para determinar el volu-

men en ml. de suspeneién de esporas para inocular:

(D.0. deseada/ml) (V,T.)
(D,0, obtenida) (F, de dil,)

ml, de indculo=

Donde V.T.= volumen total de medio de fermentacibn.

D.0. deseada=x densidad éptica recomendi}én general por

resultados empiricos para la inoculacién de un fermenta-
dor su valor se encuentra entre 0.04 y 0.08 U, de D.O. por ml.

de mdeio.

IV. 5. Descripcifn de los sistemas de fermentacién.

Se desarrollan principalmente dos sistemas de fermenta-
cifn: A nivel pequeiio, en ensayos generales, se emplean los -
matraces Fernbach de 2.8 1lts., los cuales son agitados sobre
una plataforma de agitacién dentro de un cuarto de temperatu-
ra conatante de 29°C, esto durante la primera etapa de expe-
rimentacifn,

Para el primer escalamientgse emplea una jarra de 10 1lts.
de volumen de trabajo (capacidad total 14 lts.) operada sobre
un‘panel ﬁua tiene la capacidad de registrar, controlar y mo-
nitorear el pH, el oxfgeno disuelto (0.D.), la temperatura,

el flujo de aire y la agitacién.
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IV.6 Preparacibn del fermentador.

La jarra de fermentacidn se prepara de la siguiente mane-
ra: Se pesan 200 g de harina de barbasco molido previamente en
una licuadora durante 10 o 15 sequndos en seco.

A la jarra se le adicionan 4 litros de agua destilada con
20 ml de tween 80 disueltos previamente; se vacfa el barbasco
y se completa el volumen a 10 litros con agua destilada. Des-
pués de esto, se instalan los electrodos de pH y oxfgeno, se
arreglan las conexiones para antiespumante, 8cido, 8lcali, to-
ma de muestra, trampa de aire y entrada de aire con filtro. E8
tando el conjunto listo con los matraces reservorios de Scido,

flcali y antiespumante, se mete al autoclave a esterilizar.

IV.7. .Calibracién e inoculacifn. del fermentador.

Después de la esterilizacifn, se deja enfriar el fermenta
dor; entonces se coloca en el panel, al cual se conectam _
las lfneas de aire, agua (refrigerante) y se contactan las ter
minales de los electrodos de pH y oxlgeno. Se fija la tempera-
tura a 29°C; una vez aicanzada, se calibra el registrador de
oxiﬁeno disuelto a 0% (cuando afin no hay aereacién ni agita~-~
¢ién, pero ya es estable la temperatura de operacifn)., Poste-
riormente se fija la agitacifn a 350 rpm y se ajusta el flujo
de aire a 0.5 VUM; después de 20 a 25 minutos se calibra el re
gistrador de axfgeno disuelto a 100%. Se toma una muestra de
manera estéril y se pone sobre una placa del medio No. 1 para
verificar la esterilidad inicial del medio; con el mismo flujo

de esa muestra se toma otra para determinar el pH en un poten-
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ciometro externo y entonces calibrar el potenciometro del pa-
nel instrumentado; ya calibrado el potenciometro, se procede a
calibrar el pH al valor deseado con el &cido o el flcali que
pueden ser agregados automdticamente. Una vez estables todos
los par8metros, se procede a la inoculacidén, la cual se lleva ,
a cabo con la ayuda de un mechero y limpieza previa de la zona
del tapbn de inoculacifn en la tapa de la jarra, con una solu-
cibn de benzal, adiclonando con una pipeta estéril la cantidad
de suspensifn de esporas determinada segfin los c&lculos descri
tos anteriormente.

Se toman los reg istros de temperatura, pH y oxfgeno di-

suelto durante los dfas que dura la fermentacién.

IV.8. Obtencidén de s8lidos.

Una vez terminado el tiempo de fermentaci®n, se centrifu-
ga el caldo a 7,500 rpm durante 35 minutos, separando los 3611
dos del sobrenadante por decantacién. Estos solidos son pues-
tos en una charola de aluminio que se coloca sobre una superfi
cie caliente (50 - 60°C) para secarlos a peso constante (esto
se puede hacer en un horno de lecho fijo para granulados). Una
vez secos los solidos, se reduce su tamafio de partfcula utili-
zando un mortero y se pesan para calcular el balance de materia

a través de la fermentacidn.

IV.9, Extraccién de solidos.

Los solidos recuperados, se colocan en cantidades conoci-
das de 20 a 30 gramos en cada cartucho soxhlet para su extrac-
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cidn, la cual se lleva a cabo utilizando 200 ml de n-~hexano
como solvente calentando con una mantilla elé&ctrica controlada
por un refstato durante 12 horas. Al fin de la extraccién, el
solvente es evaporado en un rotavapor, obteniéndose un residuo
aceitoso amarillo con solidos cristalinos de color blanco; es-
tos residuos son secados con benceno o piridina quedando lis-
tos para su purificacibn en columna. Antes de esta filtima se
corre una cromatograffa en capa fina para verificar la presen-
cia de diosgenina y de otros compuestos; asi como una cromato-
grafia de gases pard verificar las proporciones de preductos en

la mezcla obtenida.

1Iv.10. Extraccifn de sobrenadantes.

Después de centrifugar y separarlos sobrenandantes, estos
son extrafdos en voltmenes de 500 ml con el mismo volumen de
acetato de etilo en un embudo de separacibn :epitiéndose la ex
traccibn dos veces por volumen de sobrenadante. La fase org&ni
Ca se separa y filtra a través de sulfato de sodio anhidro re-
colectandose en un matraz de bola de 250 ml, el contenido es
evaporado en el rotavapor y esto se repite cuantas veces sea
necesario para extraer un litro de sobrenadante. Al final de
lo anterior se obtiene un residuo aceitoso al cual se le corre
también cromatograffa de capa fina y cromatograffa de gases.

Los residuos aceitosos se pesan para calcular el rendi--

miento bruto de extractos,



Figura 9

‘Jarra de 14 litros (10 1t volumen de trabajo)
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Figura 10

Panel New Brunswick M-19-1
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IV. 11. ndiciones de la cromatograf{a en capa fina.

Para la cromatograffa de capa fina se utilizan las cro-
matoplacas Merck en dos sistemas de solventes que pueden ser
usados indistintamente: el sistema a) se compone con clorofor-
mo Yy acetato de etilo 1:1; y el sistema b) por cloroformoc y
acetona 8:2; corriendose las placas dentro de las c8maras What-
tman. Las placas son reveladas con un rocio de una soluciﬁn -

etand8lica de &cido sulflrico al 10% activado con calor.

IV. 12. Condiciones de la cromatograffa de éases.

La cromatograffia de gases se aprovech§ como un valioso
auxiliar gracias a su rapidez y reaolucién'para la determina-
c¢ién de diosgenina, as! como para la estimacifn de la composi-
cién de los productos obtenidos. (25)

Las condiciones generaies de operacifn en todas las cro
matografias son las siguientes, a menos que se indique otra co
sa en el cromatograma: Se utiliza una columna de vidrio de 2 mo.
de didmetro interno por 6 pies de longitud, empacada con una
fase liquida OV=17 al 3% sobre un soporte cromosorb-Q de 80 a
100 mallas (columna alternativa OV-1 al 3% & una SP-2500).

El cromat8grafo se opera bajo las siguientes condiciones: Tem-
peratura del inyector de 290°C, columna a 245 6 260°C; el de-~
tector de iones (FID) a 290°C; atenuacibn 16; sensibilidad de
10-10 amp/mv. El registrador a una velocidad de carta de 0.2

cm/min. El gas acarreador (nitr8geno) a un flujo de 50 cms/min.

(26)
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IV. 13. C8lculo del contenido en porciento segGn la

cromatograffa de gases.

Este cilculo se basa en el hecho de que en un cromatogra-
ma, el &rea de los picos es dirfctamente proporcional a la -
concentracifn de los componentes en la solucidn analizada.

Normalmente se calcula el porciento de un compuesto, en
referencia al 4rea producida por un estdndar.. de concentra-
cién conccida, obteniehdose con ello el llamado “"factor de
respuesta” del deteétor del cromatégrafo al compuesto refe-
rido; sin embargo, cuando se tratan mézclas de compuestos
desconocidos en una solucifn, y se carece por tanto, de los
estfndares correspondientes, se recurre al método del c&l-
culo de % del componente X que toma en cuenta sblamente el
frea Ge los picos medida a la mitad de la altura, con la -
suposicifn de que el factor de respuesta para cada componen
te es mis o mencs 1qual.(25)

Para el c8lculo de las &reas en este método, se mantie-
nen constantes la atenuacifn y sensibilidad del electrfme-
tro del cromat8grafo; mientras que en el método que cdside-
ra el factor de respuesta, pueden variarse dichas condicio-
nes y corregirse posteriormente a} aplicar la ecuacibn del
clculo de % del compuesto x que involucra las condiciones
como la atenuacifn aplicada al compuesto, la sensibilidad,
la velocidad de la carta, la suma de las &reas 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 altura,
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Para determinar el porciento de diosgenina en los croma=-
togramas, se midié el &rea de los picos tomando como base del
pico, la amplitud a la mitad de la altura. Con la sensibilidad,
la atenuaciGﬁ y la velocidad de la carta constantes, se aplicé

la siguiente férmula:

Acd X 100
IAct

% de diosgenina =

Donde Acd = al 4rea del pico de diosgenina, tomando como
' base del pico, la amplitud a la mitad de la
altura (Asb X h/2), |
y IAct = a la suma de las Sreas de todos los picos que apare-
cen en el cromatograma, igualmente medidas.

ES necesario aclarar, que este método es aproximado dado
que se desconoce la naturaleza de la mayorfa de los componen-
tes de las muestras,por lo que no se tienen est&ndares y por
lo cual no se buede calcular el factor de respuesta para ca-
da uno de ellos. Esto es en base a la naturaleza de las mues
tras obtenidas de las fermentaciones de las que s0lo se tiene

idea de dos de los combponentes,



59

1v.14. Purificacién en columna.

La purificacidén de los residuos aceitosos tanto dela fer-
mentacién como los de la hidrblisis 4cida se llevan a cabo de
la siguiente manera: se empaca una columna de vidrio para cro-
matografid de 3 por 45 om con una suspengifn de 100 g de gel
de silice en 300 ml de n-hexano aplicando aire a presibn y vi~
bracifn mecénica para lograr el mejor empacado posible. Se de-
ja bajar el nivel de solvente hasta un mm, antes del nivel del
empague sin dejar que este se lleque a secar.

Se colocan entre 4 v 5 g del residuo aceitoso pesados
exactamente, disueltos previamente en la minima cantidad necesa
ria de benceno, sobre la superficie del empaque se comienza a
eluir con un gradiente de polaridad segfin se indica en el Cua-
dro IV.11.1. a un flujo de 5 ml por min.; tomando fracciones
de 10 ml exactos c/u en tubos de ensaye.

De cada 5 fracciones se toman 2 1l y se inyectan en el
cromatografo de gases, para .comprobar la evolucifn de la dios-
genina en las diferentes fracciones y obtener un perfil de elu
cifn; ,as! mismo, se corren placas de cromatograffa en capa fi-

na de cada tres fracciones.

" CUADRO 1V.11.1. GRADIENTE DE POLARIDAD PARA CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA

Sistema de solventes % (vAV) Volumen eluido

Empaque n=hexano. 100 vol. de exclusisn
Elucién 1 Benceno /AcOEt 95/5 300 ml
Elucibn 2 Benceno/AcOEt 90/10 300 ml
Elucibn 3 Benceno/AcOEt ~ B5/15 300 ml
Elucidn 4 Benceno /AcOEt 80/20 Hasta completar

elucidn
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Iv. 15. Cristalizacién y recristalizacibn.

El conjunto de fracciones que mdstraron la mayor concen
tracién y pureza de diosgenina, se juntan en un matraz de bola
de 250 ml. y se evapora a sequedad en el rotavapor, quedando
los cristales de diosgenina ligeramente amarillos. Estos cril-f
tales se lavan con la mfnima cantidad de n-hexano frio; una -
vez lavados, se evaporan nuevamente a sequedad en el rotavapor.

La recristalizacifn se efectUa para obtener lo mis pura
posible a la diosgenina y se lleva a cabo de la siguiente ma- -
nera: Los cristales obtenidos del palo‘qnterior. se disuslven
en alrededor de 50 ml de acetona, calontlndo si es necesario,
Y s& pone a evaporar en el baio de vapor hasta que queden =--
aproximadamente 10 o 20 ml., ¥ ontonc.n,lo agregan 30 o 40 ml.
de metanol) se sigue calentando en el bafio hasta eliminar to-
talmente a la acetona y quede solo el intlnol caliente, en ase
momento se saca del baiio de vapor y se deja enfriar a tempera-
tura anbianto, comenzando en ese momento a cristalizar; enton-
ces, se nnt; el vaso que contiene los cristales de diosgenina
a enfriar a un recipiente que contenga hielo picado o hielo -
seco para completar la recristalizacién. Una vez terminada d!
ta, se filtra el producto en un embudo buchner y se seca por
vge!o; se corren cromatografias de gases y capa fina y se le
determina el punto de fusifn. Finalmente se calcula el rendimiento

del procedimiento.
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IV. 16 . Hidrblisis &cida.

La hidr6lisis &cida es el procedimiento original,median
te el cual se ha extraido la diosgenina a partir del barbasco
desde que se descubrif que &ste la contenfa. Esta técnica se -
ha modificado muchas veces, pero todas tienen como comfin deno=-
minador, el empleo de Scidos minerales fuertes como el H,S0,

o el HCl concentrados y altas temperaturas.

La técnica utilizada es la siguiente (27):

De una muestra de barbasco de alrededor de 200 g. bien
molidos, se toman 20 g. pelados exactamente, y se colocan en
un matri doibola de 500 ml. de 3 bocas adaptado con un refri
.gerante de reflujo y un termSmetro; se agregan 120 ml. de HCl
INYy 858 caiienta en una mantilla eléctrica controlada por un
refSstato puesto sobre un agitador magnético. Se pone a reflﬁ-
j durante 4 hs. con agitacifn suave a una temperatura cons-
tante de 9%0°C.

Una ve: terminadas las 4 hs. se deja enfriar la mezcla -
de reacéién. entre 70 y 75°C y se neutraliza con NaOH o con =~
CQ(OII)2 hasta pH=7 al papel indicador. Se filtra por embudo =
buchner, decantando la arena para pesarla posteriormente; se
comprime la torta y se seca lo m8s posible al vac{o; poltqriog
mente, se pasa a un crisol tarqdo a peso constante y se mete
a un horno a 110°C hasta que esté a peso constante, se anota
el peso y se mete a un cartucho soxhlet para extraerse duran-
te 2 hs. con benceno.

Al solvente recuperado de la extraccifn se le corre una
cromatograffa de capa fina, asf como una cromatograffa de ga-

ses, para comprobar contenido y proporciones de componentes
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del residuo.
A los residuos obtenidos de la hidrélisis 8cida, se les
trata de la misma manera que a los residuos obtenidos de la

fermentacifn, en cuanto a purificacifn y recristalizacién -~

(secciones IV.14. y 1V.15.).
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Figura 11. _DIAGRAMA DE_PROCEDIMIENTOS
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V. RESULTADOS

V.l. Seleccibn de la cepa de trabajo.

Se propuso como objetiiro en esta etapa del trabajo,
evaluar comparativamente un micrcorganismo reportado por -
Rothrock, et.al. (24) y la cepa aislada de bagacillo de ca-

fa, (Aureobasidium sp) cuyas enzimas presentaban actividad

sobre las saponinas del barbasco, con el fin de elegir a la
cepa que mejores :Bsuitados presentara.

El’microorgnnismo reportado es un Asperqillus terreus

de coleccidn privada (Mexck Co.) por lo que se resolvid tra
bajar con las cepas disponibles de dicho microorganismo; y
que SOn como Ya se nnpciond anteriormente, los Aspergillus
terreus ATCC 1012 y NRRL 265,

El experimento contempls las siguientes condiciones;
Se llevaron a cabo 6 fermentaciones (2 por cada microorganiseo)
en matraces Pernbach de acurdo a las condiciones mencionadas
en la seccifn IvV.1. a IV.5. y a las utilizadas por Rothrock
et.al.

Las condiciones reportadas difieren b&sicamente en el
valor de pH; ya que el medio de fermentacifn donde desarrollan
al A.terreus es ajustado a un valor de 4; mientras que para

el Aurecbasidium sp. se encontrS un crecimiento y actividad

Sptimo a un pH de 8 (22).

Estos valores fueron ajustados convenientemente con
NaOH IN y H,50, 1N; ademfs de esto, Rothrock utiliza sales de
amonio como fuente de nitrSgeno, las cuales aflo se utilizaron
coh los A, terreus con el fin de reproducir las condiciones

reportadas lo mejor posible,
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En las cromatograffas de capa fina y de gases con las
que se verificaron las actividades de las diferentes cepas
se encont;d que dos de las tres cepas estudiadas causaban la
liberacibn de diosgenina en los sblidos de fermentacibn:

En el caso del A. terreus ATCC 1012, se encontr§ un pro
ducto de una polaridad muy similar a la de la diosgenina (fo-
tograffas V.1.1. y V.1.5.) pero al inyectarse en el cromaté-
grafo de gases simult&neamente, la muestra del producto obte-
nido concentrado y el estandard de diosgenina, se obtuvo una
separacin cuantitativa de los productos demostrando que se
trataba de otro compuesto (fotograffa v.1.6.).

En las pruebas con el A. terreus NRRL 265 se encontrd
la liberacibn de diosgenina, pero en una proporcifn relativa
~ pequefia (fotograffas V.1.2. y V.1.7.) que al compararse con
el producto del Aureobasidium sp {fotograffas v.1.3. y V.1.8.)
resultd ser despreciable.

El producto del Aureobasidium sp.constituyd el resultado
nfs satisfactorio, por lo que se decidi8 continuar trabajando

con esta cepa.
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Se hicieron evaluaciones exclusivamente cualitativas

en base a observaciones sobre los productos obtenidos, y a

las grificas de cromatograffa de gases y cromatogragfa en

capa fina. Los resultados se pueden ver en la tabla V.l.1,

Parl:netros Microorganismos

e

evaluacién [A. terreus A. terreus Aureocbasidium sp.
ATCC 1012 NRRL 265

881idos

reacuperados ++ ++ ++

Extracto

recuperado .

crudo + + e

Presencia

de diosge-~

nina segfn

C -G . + - LY 2 3

Tabla V.1.1. Comparacién cualitativa de las cepas probadas.

s En base a los resultados mostrados por los microorga-

nismos se eligi8 al Aureobasidium sp como cepa de trabajo.
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fotograffa v.1.1.
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V.l.4.

Cromatograma

Estandar de Diosqenina + Colestano
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Cromatograma V.1.5.

Producto del Aspergillus terreus ATCC 1012
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Cromatograma V,1.6.
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V.2. Fermentaciones en 10 1t,

En base al conocimiento adquirido sobre las condiciones
de fermentacién de la harina de barbasco a nivel de matraz Fern

bach con el Aureobasidium sp , se decidib escalar la fermenta-

cién a un volumen de 10 1t,, con el fin de verificar los ren-
dimientos y:el comportamiento del microorganismo, ya que en el
matraz Pernbach no pueden ser controlados algunos factores f§-
cilmente como lo son la agitacién, la aereacisn y el pH; mien-
tras que en una jarra de fermentacién se facilitan los regis-
tros y se controlan mejor dichos parémetros.

Las condiciones conocidas del nivel Fernbach son las -

sigientes:(22):

volumen de medio 1.0 1.
Harina de barbasco 20,0 g
Tween=-80 0.2 ¢ (V/V)
Inéculo 0.5 U.de D.0./ml
Agitacién 160,0 RPM (plataforma
rotatoria)
pH inicial 8.0 (sin control duran-
te desarrollo)
Tiempo de fermentaciSn 7 dfas
Asreacibn sistema cerrado (relacién
volumen de aire/ volumen
de medio)

Las condiciones que se establecen a nivel de 10 1t, son

las siguientes:



Volumen de medio
Harina de barbasco
Tween-80

Inbculo

Agitacién

pH

tiempo de fermentacién
Aereacifn

Esterilidad

75

10.0 lts,

200.0 g

0.2 ¢

0.7 U.D.O./ml

250 rpm (por turbina)
8 (constante)

7 dfas

0.5 VWM

Proceso estéril.

V.3. Eleccifn del pH.

La eleccién de un pR = 8 obedece a estudios previos -
realizadbs por nuestro grupo de trabajo, en los cuales se de-
termind el pH de mayor actividad scbre saponinas y mayor pro-
duccién de diosgenina, encontrfndose que este pH era el &8pti-
mo; cabe aclarar, que el Aureobasidium sp (H-18) tiene un am-
plio margen de pH en el cual puede crecer incluyendo este va-
lor. (22)

V.4, Condiciones de aereacién.

La aereacifn se da exclusivamente porque el hongo crece
en un medio aereobio; y el hecho de establecer un flujo de .
aereacién de 0.5 VVM en las fermentaciones es sulamente empf-
rico, quedando como punto de optimizacién posterior este parg‘

metro; sin embargo, la necesidad de aereacifn a nivel de 10.0
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litros se deduyce de 1lps experimentos a nivel Fernbach, en los
cuales, la relacibn de superficie de intercambio gaseoso --
{volumen de aire/volumen de medio ~inicial-) es mayor que en
una jarra dé 10.0 1lts., por lo que la aereacidn por burbujeo
tiende a mantener esta relacifn llamada Klp definida como
"coeficiente de transferencia volumétrica de oxfgeno", el cual
no es calculado en estos trabajos por estar fuera de los obje

tivos primarios del proyecto.

V.5. Condiciones de agitacidn.

La agitacidén en el nivel de 10.0 lts, se estableci8 a
250 rpm. empiricamente, tomando como base el criterio de "mf=-
nima agitacifn suficiente para evitar la sedimentacién de 8§
lidoa", ya que el exceso de agitacifn trae consigo una mayor
evaporacién de agua, acentuada esta por el burbujeo de la ae-
reacifn, lo cual no es conveniente, pues altera las condicio-
nes de concentracién de sustrat6 e inBculo previamente esta-

blecidas.

V.6. Efecto de la esterilidad previa.

La importancia de la esterilizacién se justifica sélo -
cuando es impresindible para obtener buenos resultados en un
proceso$ si ﬁo fuera por esto, no valdrfa la pena pensar en ...
un gasto de esta naturaleza (calderas, lfneas de VapOt, etc.);
sobre todo, si se piensa en la posibilidad de llevar dicho -~

procesc a escala industrial.
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Tabla V.6.1. Efecto de la esterilidad previa.

Parimetros de evaluacidn

Fermentaciones | Fermentaciones

No estériles. Estériles.

F-7 F-8 F-9 F-10
S§8lidos recuperados. g 168.0 168.0 (137.5 | 170.7
inicial 200 g = 100% (84%) (84%) )68.75%) | (85.35%)
Peso de residuos 9.1 9.1 7.56 9.8
aceitosos g
% de diosgenina, seg(n 16.7 28.1 45.33 | 55.0
C.G. (aproximado) - -

x=22.4 n=50,2

Rendimiento % 0.76 1.3 1.71 2.8
Producci8n de espuma ++++ 4+ ++ +4+
Viscocidad aparente ++ ++ ++4 +44
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Cromatograma V.6.1
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Para verificar la influencia de la esterilidad se lleva
ron a cabo 4 fermentaciones a nivel de 10 l.; dos estériles y
dos no estériles. Las condiciones de no esterilidad consisten
en utilizar todos los materiales y reactivos naturalmente; y
lx adicién del in6Bculo sin precauciones de asepsia. En este
caso, serpudieron observar diferencias, tanto durante el pro-
ceso como en los rendimientos entre las fermentaciones estéri
les y las no estériles,

Durante el proceso no estéril, se produjo una gran canti
dad de espuma que no era controlada ficilmente con el anties-
'punante: la consistencia de la sushenniGn de fermentacibn di-
ferfa entre procesos; en sus caracterfsticas organolépticas
particularmente en ;1 color, olor y viscosidad aparente. Los
sobrenadantes y los s6lidos del proceso no estéril, presenta
ron menor cantidad de extractos que contenfan diosgenina; la
cual a su vez, se encontraba en menor cantidad en comparacifn
con el proceso estéril, el cual presentaba durante su desarro
llo, una apationcla mis viscosa, con menos espuma y un olor y
color caracterfsticos; ademis de esto, los rendimientos de -~
los extractos eran mayorés, y el porciento de diosgenina rela
tivo aproximado también era mayor que en el proceso no estéril.

Para hacer las apreciaciones de los contenidos de diosge
nina en los extractos aceitosos, se mantuvieron condiciones
iguales en el tratamiento de las muestras, para que las com-
paraciones, aunque no cuantitativas, fueran vilidas; se hicie
ron de la siguiente manera: La extraccifén en Soxhlet se llevs
a cabo con pesos totales conocidos de los s8lidos recuperados

durante tiempos iguales; los residuos acei-
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tosos fueron obtenidos en las mismas condiciones de evaporacién;
y finalmente fueron aforados a volumenes iguales para después,
a partir de estas diluciones representativas se cada fermenta-
cibén, inyectar al cromatografo de gases 2 microlitros, con lo
que obtuvieron los cromatogramas respectivos, en los que se -
puede ver el efecto de la esterilidad sobre el rendimiento de
la diosgenina en las diferentes fermentaciones.

En los croﬁatogtamas comparativos de las fermentaciones no
estériles (F-7 y F-8) y estériles (F-9 y F-10) se utilizaron
diferentes programas de aumento lineal de temperatura en el -
cromatografo de gases a fin de obtener la mejor resolucibn de
las muestras, por lo que los picos correspondientes a la dios-
genina aparecen a tiempos de rentencifn mds largos y diferentes
entre si. Se determinaron las composiciones porcentuales de -
cada muestra utilizando el procedimiento descrito en la sec-
ci6n 1v.12, {cromatogramas V.6.1. al Vv.6.4.)

Las fermentaciones F-7 y F-8 rinden menores proporciones
de diosgenina que las fermentaciones F~9 y F~10 habiéndose efec
tuado las dos primeras de manera no estéril, y las dos Gltimas
estériles.

La tabla V.6.l1. muestra las diferencias observadas entre
el proceso estéril y el ho estéril,

De estos resultados, se hizo evidente la necesidad de es-

terilizar el fermentador al inicio del proceso.
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Cromatograma V.6.2
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Cromatograma V.6.3
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Cromatograma V,G.4 .
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V.7. Extraccién de sobrenadantes.

La extraccién de los sobrenadantes tiene como objeto ve
rificar la presencia de diosgenina en los liquidos de la fer-
mentacifn; aunque de antemano sabemos que la diosgenina es muy
poco soluble en agua. (28)

Se llevaron a csbo extracciones de un volumen deter-
minado de cada fermentacién siguiendo la tecnica de la seccibn
1v,10..

En general seAencontrd de nada a muy poca diosgenina en
los extractos acuosos; cuyos residuos aceitosos en ningin caso
pesaron mis de 5.0 g por lt. de sobrenadante, por lo que se =
consideraron estas fracciones acuosas despreciables, tomando -
en consideraci&n el trabajo y el gasto que implicaban dichas
extracciones; por esta razbfn, se orientan los esfuerzos a la
bisqueda y recuperacién de la diosgenina en la fraccibn de s8

lidos, coincidiendo esto con lqs resultados de Rothrock (24).:



85

V.8. Extraccibn de s6lidos.

El fundamento de la extraccibn de s6lidos reside en la
mayor probabilidad de encontrar a la diosgenina en estas frag
ciones por ser muy poco soluble en agua.(24, 28),

Se intentaron extracciones de los s6lidos con varios -
sglventes diferentes al‘n¥hexano, tales como el cloroformo y
acetato de etilo, presentando en ambos casos inconvenientes -
por la calidad de los residuos aceitosos obtenidos con estos
solventes, por lo que se deben usar solventes no polares como
el n-hexano, n-heptano o &ter de petroleo.

Todas las extracciones se llevaron a cabo como se indi
ca en la seccibn IV.9.

Como se puede ver en las fotograffas v.8.1, a la Vv.8.5.
en la extraccibn de los s6lidos, :1a diosgenina viene acompaia
da de tres compuestos menos polares que en algunos casos, por
el tamafio relativo de las manchas, son tan importantes como =
la diosgenina.

En estos extractos, la diosgenina también viene acompa-~
flada de por lo menos dos compuestos m&s polares pero en menor
proporcién,

De estos compuestos gue acompafian a la diosgenina, s8lo
se conoce la identidad de uno de los compuestos mds polares
que ella; se trata de la penogenina, cuya ﬁancha corresponde
a la primera a la izquierda de la diosgenina en las fotogra-
ffas. Estoc se deduce de su Rf. que corresponde.al mismo que el de
la mancha de nuestro estandard, del cual sabemos que contiene

penogenina.
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V.9, Purificacién por cromatografia en columna.

Debido a la naturaleza de los residuos aceitosos obteni
dos de las -extracciones de sblidos provenieates de las fermen
taciones, en los cuales se observa la imposibilidad de crista
lizar la diosgenina directamente, ya que ésta se encuentra --
acompafiada de varios compuestos en proporciones relativamente
elevadas, adem8s de la presencia de algunos aceites; se deci-
di8 desarrollar un sistema de purificacién por cromatograffa
en columna, a fin de liberar a la diosgenina de los compuestos
contaminantes y poderla recuperar de la manera mis pura posi-
ble.

En los residuos provenientes de las fermentaciones, el
porcentaje de diosgenina es menor que en los residuos de la -
hidr6lisis &cida; como ejemplo tenemos, que el m&ximo porcen=-
taje obtenido de diosgenina en un residuo de fermentacién se
alcanzé en la fermentacifn F-10 con un 55%; mientras que en -
los residuos de la hidr6lisis &cida se lleg8 a encontrar hasta
en un 90.4%, (ver cromatogramas V.9.3. y V.6.4-b.).

Se ensayaron varios sistemas de solventes, resultando -
el sistema descrito en la seccibn IV.13. el mis adecuado para
purificar a la diosgenina a partir de los residuos aceitosos;
sin embargo, encontramos que la eficiencia de este sistema es
variable de acuerdo a las condiciones en que se lleve a cabo,
particularmente en lo se refiere a la naturaleza y a la canti
dad de la muestra. En este sentido, se pueden ver los resulta
dos obtenidos en la purificacién de un residuo "simple" como -

es el de la hidr8lisis 8Scida, y los obtenidos de la purifica-
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cién de un residuo "complejo" como el de una fermentacién. -
(ver cromatogramas V.8.6., V.B8.3. y V.8.4.).

La cromatograffa en columna de residuos de fermentacidn
que se presenta, se llevS a cabo con los residuos de la fer~-
mentacibn F~6 en los cuales, la diosgenina se encontrd en un
48%, Después de pasar por la columna y recristalizarse se lo-
gré aumentar su pureza hasta en un 85%, (ver cromatogramas
V.9.1. y v.9.2,).

Los mejores resultados del sistema de cromatograffa en
columna, se observaront al purificar los residuos "simples”
de la hidr6lisis &cida (H.A.) en los que originalmente se en-.
contraba la diosgenlqa en un 90.4%. Después de 15 purifica-
cién y la cristalizacibn se logr$ aumentar su pureza hasta un
99.9%. (Ver cromatogramas V.9.3. y V,.9.4,); obteniéndose un
perfil de elucifn muf aceptable en el que se puede apreciar
la salida de compuestos menos polares que la diosgenina en
las primeras fracciones; luego, la elucién gradual de la dios
genina y finalmente, la elucién de compuestos m&s polares gue

la diosgenina. (Ver cromatogramas V.9.5-a al V.9,5-c.).
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Cromatograma V.9.2.

Producto F-6 purificado; diosgenina= 85,33
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€omatograma V.9.3.
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Cromatograma V.9.4.

|.

.3! g?

U

!Ji I on T
R TRWEW Y S Tt (P FORSE TRt Aid AN Mo e S R -

Producto H.A. purificado; diosgenina = 99.9 %



94

Cromatograma V.9.5-a. Perfil de elucién de la cromatogra
fta en columna de residuos de la hidrSlisis &cida.
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Cromatograma V.9.5-b. Continuacibn del perfil de elucibn,
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Cromatograma V.9.5-c. Continuacién del perfil de elucibn,
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V.10. Cristalizacién

La cristalizacibn y recristalizacibn se llevaron a cabo
seglin se indica en las secciones 1IV.14,

Para calcular el rendimiento de la cristalizacifn se to |,
md como base el "rendimiento te8rico esperado" el cual se co-
noce a partir del contenido de diosgenina en los residuos - -
aceitosos segfin demuestran las cromatograffas de gases, Asf
en la hidr8lisis Scida y en la hidr6lisis por enzimas se de~
termind de la siguiente manera:

Hidr6lisis Scida:

Se hidrolizaron 10 g de harina de barbasco que equiva-
len al 100% de producto inicial, y se obtuﬁieron 0.4 g de re-
siduos aceitosos con un contenido de diosgenina segfin cromato
graffa de gases de 90.4%, por lo que el contenido tebrico del
residuo es:

0.4 x 0.904 = 0.361 g de diosgenina (tebrico es-

perado de
proceso)

De aqu! se calcula el rendimiento del procedimiehto:

10 g
0.361 g

100%
X%

Donde X resulta igual a 3.61%

que es el rendimiento global del procedimiento de hidr8lisis
&cida.

Después de la purificacién por cromatograffa en colum-
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na y la recristalizacifn, se obtuvieron 0.254 g de cristales
con un 99.99% de pureza segflin la cromatografia de gases ( p.f,

200 - 203°C), por lo que el contenido tebrico es:

0.254 x 0,9999 0.254 g de diosgenina obtenidos

—m.

De agquf se calcula el rendimiento de la cristalizacifn

y purificacibn:

100%
X3

0.361 g
0.254 g

Donde X resulta iqual a 70.5 % de rendimiento en

la purificacién y recristalizacién.

Para el caso de los residuos de fermentacién se expli-
can los resultados de la fermentacifn F.6:

Se obtuvieron 12.83 g de residuos acitosos con un conte
nido de diosgenina seglin cromatograffa de gases de 48%, esto
significa que el contendio tebrico del residuo es:

12.83 x 0.48 = 6.2 g de diosgenina (te8rico esperado

del procedimiento)
de aquf se calcula el rendimiento del procedimiento:

La fermentacibén F.6 de llevS a cabo con 200 g iniciales

de harina de barbasco lo que equivale al 100%

200 g —— 100%

6.2 g = X%
{dioagenina ‘
antes de X =3.1%
purificar) —
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que es el rendimiento global del procedimiento de hidr&lisis
enzimitica.

De los 12.83 g de residuos obtenidos de la fermentacibn
F=6 se tomaron 3.5 g para purificar por cromatograffa en co-
lumna, esto equivale a :

3.5 gx 0.48 = 1.68 g de diosgenina (te8rico esperado
para la purifica-
cibn y cristaliza-
cibn).

Después de purificar por cromatograffa en columna y
cristalizar se obtuvieron 0.897 g de cristales con un 85.3 %
de pureza segln cromatograffa de gases {(p.f. 190 - 193°C), de
aquf se calcula el rendimiento en la purifiéacién y cristali-

zacidn:
0.897 g x 0.853 = 0.765 g de diosgenina

§f: 1.68 g —— 100% (tebrico esperado a partir de los 3.5g
0.765 g = X utilizados)

Donde X resulta der igual a 45.5%

—nms——
————

que es el rendimiento de la purificacién y cristalizacibn.

De estos resultados se puede comparar en primer lugar,
los rendimientos entre los dos procedimientos (hidrélisis fci
da y enzimftica); y en segundo lugar los rendimientos de puri
ficacibn y cristalizacibn que muestran €l efecto de la comple
jidad del residuo en la eficiencia de los sistemas de purifi-
cacifn por cromatograffa en columna y cristalizacidn, lo cual

se sumariza en la tabla (V.10.1.).
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Tabla Vv.10.1. Diferencias entre los procedimientos de hidr6li-
sis y purificacibn de residuos de hidr6lisis fcida y enzimdtica.

H.A, F~=6
Peso de harina de
barbasco inicial. 10.0 g 200,0 g
Peso de residuos
aceitosos extraidos. 0.4 g 12.83 g
Porciento de diosge=
nina en residuos. 90.4% 48.0%
Rendimiento t&orico ' R
del procedimiento. 3.61% 3.10%
Peso del residuo por
cromatografiar en
columna. 0.4 g 3.5 ¢
Cantidad de cristales
tedricamente esperados 0.361 g 1.68 g
Pego de cristales
obtenidecs despues de
purificacifn y crista-
lizacién. L 0.254 g 0.897 g
Pureza de los cristales
obtenidos. - 99.9 % 85.3 ¢
Punto de fusidn. 200-203°C 190-193°C
Rendimiento en la ' Po
purificacién, 70.5 % 45.5 &

¢ = datos significativos
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VI. Discusibn.

Como se ha podido ver en los resultados de este trabajo,
existen diversos puntos que pueden ser discutidos, tales como
las posibles ventajas de un procesc fermentativo para la hi-
dr6lisis de las saponinas del barbascc, en relacién al prsce—
dimiento de hidr8lisis Scida, los rendimientos, la calidad ~
del producto, las dificultades, ventajas y beneficios de cada
procedimiento.

En los resultados finales encontramos que los rendimien
tos globales de los procedimientos fermentativos y quimicos
antes de la purificaci8n no difieren grandemente entre si: -
ver cuadro V,10.1,; sin embargo existe la dificultad-de la -
naturaleza compléja de los residuos de extraccifn de los s8-
lidos pfovenientes de la fermentacién, gque origina una dismi-
nucifn en el rendimiento y en la calidad del producto.

Por lo anterior fué€ necesario proponer que la presencia
de productos colaterales puede ser debida a cambios de la
actividad del microorganismo sobre las saponinas u otros sus-
tratos, lo que inicialmente sucedfa en menor proporcifn,

Si analizamos las cfomatograf!as v.8.,1. a la v.8.5,, -
podemos comprobar que la composicifn de los residuos es va--
riable de fermentacifn a fermentacién, al mismc tiempo que
varfa la proporcibn de los componentes. De este modo vemos,
que en la fermentacibn F-6 (cromatograffa Vv.8.1.) hay menos
cantidad de los contaminantes; mientras que en-la fermenta-
cibén F-9 (cromatograffa V.8.4.) la presencia de dos compues-

tos menos polares es muy marcada.
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A rafz de las observaciones anteriores, relacionamos -
estos resultados'con un cambio que presentS nuestra cepa de
tarbajo, el H-18, la cual por algfin motivo desconocido, empe
28 a manifestar un comportamiento morfolégico inestable, por
lo que probablemente haya dado orfgen a un cambio en su meta
bolifmo que condujo a la mayor produccifn de dichos compues~
' tos, colaterales en relacibn a la diosgenina en las fermenta
ciones.

Ante este hecho, es necesario reparcar la necesidad de
optimizar un sistema biol8gico estable que pueda permitir la
hidr8lisis de las saponinas de una manera m&s especifica y -
- eficiente.

. La idea de optimizar un procedimiento biotecnol8gico pa
ra la obtencifn de diosgenina puede resultar en un trabajo -
que contemplarfa las posibilidades de mejora en cada una de
las diferentes etapas del procedimiento que podrian describir
se de la siguiente manera:;

I. Parte microbiol8gica.

a) Bisqueda de cepas con mayor capacidad de produc-
de enzimas saponinoliticas.

b) mejoramiento de medios de cultivo, tal que inclu-
yan inductores de 1a sintesis‘de las enzimas saponinolfticas.

¢) Comprobar posibles mejoras al cembinar diferentes
cepas de microorganismos productores de enzimas saponinoliti-
cas,

d) Mejoramiento de cepas por procedimientos diversos

como la seleccifn de cepas mutantes,
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II. Parte fermentativa.

a) establecimiento de mejores condiciones en la
materia prima (tamafio de particula, limpieza, calidad
natural, etc,)

b) Influencia de los adyuvantes del medio de fermenta
cibn ( tensoactivos).

c) calidad nutritiva del medio de fermentacidn. (capa-
cidad de satisfacer los requerimientos del microorga-
nismo).

d) condiciones de operaci8n (aereacifn, agitacibn,-
tiempo de fermentacién, etc.)

III. Parte de e*traccidn y purificacién, .

a) Optimizacibn del sistema de récuperaci&n de sbli-
-dos,

b) Posibilidad de cristalizar directamente sin nece-
sidad de purificar por columna.

Suponiendo que se encuentra el sistema biolSgico 8ptimo,
queda la posibilidad de mejorar los sistemas de fermentacifn,
tanto con respecto al proceso como a otras etapas del procedi
miento, se pueden mencionar variantes como la naturaleza del
sustrato el cual bien podrfa no ser la harina del barbasco
como tal, sino que podria ser un extracto de éaponinas enri-
quecido con los nutrientes especfficos del microorganismo, -
pués de esta manera se eliminarfan los aceites y resinas que
contiene el barbasco, los cuales en un momento dado, pueden
ser orfgen de subproductos que complican la purificacifn de
la diosgenina a partir de los caldos de fermentacifn. Esto

es oonsiderando que la purificacifn de un producto a partir de
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los medios de fermentacifn es un factor critico en muchos pro
cesos; por lo cual puede ser de especial interés buscar la ma
nera de reducir la complejidad de los sustratos a fin de sim-
plificar la recuperacidn de los productos.

A raiz de los resultados de este trabajo, ha nacido la -
inquietud de identificar a los compuestos que acompaiian a la
diosgenina después de la fermentacibn con el H-18, ya que ca-
be la poéibilidad de que sean esteroides, y en tal caéo serd
de gran interés conocer su estructura quimica y la relacién -
con la diosgenina como productos Gtilés.

En cuanéo a las perspectivas de aplicacién industrial -
del procedimiento fermentativo, se puede decir que depende -
principalmente de las posibles ventajas econfmicas que pudie
ra ofrecer con respecto a los métodos tradicionales de hidrf

lisis,

Uno de los principales criterios de evaluacién de un --.
proceso es el rendimiento y la calidad del producto en rela-
cién al costo de produccifn; en este sentido, la alternativa
biotecnolégica para la hidrS8lisis de las saponinas del barbas
co, en sustitucién del método tradicional, puede o no signifi
car una posible reduccién en Ios‘coatoa de produccifn si nos
basamos para esta determinacién, solamente en las apreciacio-
nes mis gruesas, tales como comparar lo que se podria gastar
en uno u otro proceso, la calidad del producto y los rendi--
mientos que dan cada uno., No es posible asegurar nada.en este
sentido, pues es necesario llevar a cabo un estudio m&s pro-

fundo que formalmente defina las posibilidades del proceso.
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Este estudio se incluirfa o insertarfa en lo que se liama "esg
tudio de factibilidad" vy que requiere de la solucibn de mu-
chos puntos entre los que figuran principalmente los siguien=-
tes desde el punto de vista del procesoc sclamente:

Descripcifn del proceso.

Descripcifn de instalaciones, equipo y personal.

Calificacién del disefio.

Calificacifn de operacién.

Costo total de inversifn fisica,

Costo total de operacibn y costos unitarios.

Adem8s de estos puntos existen muchos otros que deben
ser determinados si se quisiera desarrollar y aplicar el pro-
ceso a nivel 1ndustria1. Por estos hechos, se puede decir que
este trabajo experimental debe encuadrarse en una de las pri
meras etapas del desarrollo de un paquete tecnol8gico; es de-
cir, que solo es la idea b8sica sﬁéeptible de optimiiarse la

que se ha presentado.
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VII. Conclusiones.

De manera general se ha planteado, la alternativa biotecno-
16gica a un procedimiento quimico; dicha alternativa aln re-
quiere de la optimizacién en muchas de las etapas del procedi-
miento, sobre todo en lo que se refiere al sistema biolégico,
que incluye las caracterfsticas morfol8gicas y bioquimicas del
microorganismo utilizado,y los medios de cultivo y fermentacibn
a fin de presentarse en las mejores condiciones.

Se ha hecho patente la posibilidad de utilizar el potencial .
bioquimico de los microorganismos para llevar a cabo reaccio-
nes quimicas por medio de sus enzimas de una manera que puede
ser, segln las circunstancias, m8s conveniente que algunos mé-
todos tradicionales de transformacién quimica, pero que tam-~
bién quedan algunos problemas por resolver, como pueden'ser la
facilidad de recuperacién del producto a partir de los medios
de fermentaciGn'y la eleccifn de un microorganismo genéticameg
te estable, altamente selectivo y eficiente en la hidrélisis de
las saponinas.

En cuanto a la factibilidad de aplicacién industrial, queda
mucho por hacer para poderla definir, pues para ello es necesa-
rio haber optimizado el procedimiento, y sobre esto, llevar a
cabo los estudios formales de factibilidad.

Por otra parte, se puede decir que cualquier proyecto que
contemple incrementar la oferta de diosgenina en el mercado de
materias primas de esteroides, tanto a nivel nacional como in-
ternacional, debe considerar que existe un panorama muy dif{-

¢il, pero que vale la pena intentarlo, sobre todo, por que se
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tienén los medios suficientes desde el punto de vista "recursos"
y que por lo pronto serfa suficiente promover una buena adminis-
tracién de ellos, puesto que la demanda de los productos esteroi
des derivados de la diosgenina y productos similares, va en au-=-
mento en funcién de diversos factores ya mencionados, no tenien-
do aparentemente ningfin 1imite a mediano y largo plazo. '
Finalmente, es importante remarcar la necesidad del desarro-
llo tecnol8gico, tal que permita la produccién y comercializa--
cién a mayor escala de productos terminados o finales, pues te-
niendo la materia prima en cantidades suficientes, se antoja po
sible 1la integracién de una poderosa industria de esteroides, =~
cap8z de competir ventajosamente a nivel internacional, contra-

yendo los beneficios obvios a la economfa del pais.
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