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RESUMEN 

En la actualidad una de las ciencias que ha cobrado 

m&s importancia debido principalmente a las posibilidades 

de aplicaci6n y desarrollo cient1fico, social y econdmico, 

ea la biotecnolog1a gracia• a la cual 88 han podido aprOY! 

char a diversos microorgani1111oa para obtener productos 4t! 

lea al hollbre y au .mbiente. Dentro de la• aplicacionea -­

da illportantea que ha tenido la biotecnologta, han •ido -

laa biotranaforaacionea de eateroidea, que han hecho po11-

ble la rlducci&l de loa c:oatoa de vario• proc:eaoa para la 

alntHia de holllOftas de Hte Upo. 

1 

Una de laa principal•• aate~iaa prillaa para la a!ntesis 

de hononaa eateroidea ea la cU.099en1na que •• encuentra de 

for11a natural en cierto• vegetal•• asociada a diveraoa aad­

care• foraando 1H 11 .. daa uponinaa1 esta aaociacidn qd­

aica, •• caracteriH por tener una unidn glucoatcUca, au1-

cept1bl• de 1er h14roliaada por laa en11J11a.produci4aa por 

variaa HpeciH ele bontoa, por lo que •• ha propueato la 

poatb111d..S de desarrollar un proc:eao a nivel de laborato• 

rio ~· pruebe la factibilidad de aplicar un proeeao bio· 

tecnoldgico para la obtenc16n de dio19en1na. 

le preaentan loa reault..S01 obtenido• al utiliaar una 

cepa que aoatrd tener mayores rendillientoa en la producc16n 

de dio119enina, 101 cual•• indican la po1ibilidad de llevar 

a cabo ••ta hidr&li•i•r ain lllhargo, •• nece1ir10 optilliaar 

y eatUdiar aaa detallad ... nte alguno1 factora• COlllO la1 con .-
diciones de la.aateria priaa, que•• el barbaaco1 los fact! 



res relacionados con la eficiencia y estabilidad qen6tica 

del microorganismo y los m6todos de purificaci6n a partir 

del medio de fel'lllentaci6n. 

2 
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I. ANTECEDENTES 

I.1. Aspe~tos econdmicos de la producci6n de barbasco, dios­

qenina y esteroides. 

Bl barbasco es un producto natural renovable del que se 

extrae la principal materia pr:ima para la stntesis de hormonas 

e1teroides que ea la d10119enina, 

Mtxico ocup6 hasta 1914, el primer luqar en la produc­

ci&n de materias primas para la s1ntesis de asteroides a nivel 

mundial ( 1), La producci&n de esta• materiu prima• ae basa 

en la extracci&\ de dioagenina a partir del barba•co, cuya e! 

plotac16n y comerciali1aci6n eata controlada en la actualidad 

~r la empreaa parae•tatal Proquivemex, S.A., la cual organiza 

la producc16n de diveraa• 1onaa barbasqueraa del pa11, cerca 

de lH cual•• existe un •beneficio• en el que el barbasco e1 

proceaado haata convertir•• en harina de barba1co, la cual ea 

di1tribuida aai, a la• 41ver11• anpre1aa productora• de e1te­

roide1, la• que extraen de dicha harina a la d.io19enina y que 

uaan para la alnte1ia de algunoa compue1to• intermedios y/o 

final•• con actividad farmacol&gica. 

11 e1tudio del aapecto econ&Dico de la explotac16n y 

caaercial11aci8n del barb11co y dioagenina deja ver algunos 

problemaa, principalmente en lo '.que ae refiere a po11ticas y 

or91nizaci6n ( 4), lo que ha llevado a una situaci6n crltica 

a la indu•tria mexicana de eateroidea, habiendo perdido en la 

actualidad, gran parte del mercado internacional, ya que los 

probl•H interno• han traido como conaecuencia la di11111nuc16n 

de la producc18n, no llegando a satiafacér la demanda del met 
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cado internacional, el cual ante dichas circunstancias, ha 

tenido que recurrir a la b6squeda de fuentes alternativas para 

la obtenci6n de esteroles primarios en sustituci6n de la dios­

genina. 

En 1978, el mundo utilizaba anualmente de 1000 a 2000 

toneladas de materias primas para la producci6n de esteroides, 

con un valor en el mercado mundial de alrededor de 300 millo-

nes de d6lares ( 6 ). En M'xico la cantidad de harina de bar-

basco necesaria para satisfacer la demanda de las industrias 

oscila entre las SOOO y 9000 toneladas al año1 habiendo sido 
1 

para el año de 1983 de aproximadamente S,500 toneladas ( 7 ). 

El precio por kilogramo de harina de·barbasco que paga 

Proquivemex, S.A. al beneficio es de $135.80; mientras que el 

beneficio le paga al "arrancador" solo $17.SO por Kg. de ca­

mote rec:olectado1 este incremento en el precio, se debe al -­

procesamiento que recibe el camote en el beneficio, y que co~ 

siste en el molido, fermentaci&n y secado del camote para ob-
1 

tener la harina, efectu&ndose este proceso con la finalidad -

de aumentar la concentraci6n relativa (p/p) de diosgenina por 

Kg. de harina, pues Proqu1vemex, S.A. paga m&s al beneficio • 

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



!.la.Estudio de mercado para la diosgenina y sus derivados. 

Este estudio tiene como objetivo, justificar cual­

quier proyecto que pretenda incrementar la oferta de diosg~ 

ninaanivel nacional en base a los datos que se presentan. 

Hasta 1978 existían en M~xico 6 empre,sas que industri~ 

!izaban el barbasco para obtener diosgenina con una capaci-

dad instalada de 21,875 toneladas anuales (tabla 1). 

De este punto es necesario comentar las variaciones ob 

servadas a lo largo del periodo estudiado (1978-1983), so­

bretodo en lo que se refiere a las relaciones de capacidad 
' Gtil y capacidad ociosa. Con el conswno de harina de barba! 

5 

co (tabla 2) se puede ver, que para Los años de 1979 y 1980, 

ocurre una dr&stica disminuci6n en el consW110 de harina de 

barbasco, lo cual para explicarse, requiere de una descrip­

ci6n del contexto polltico y econ&nico que ha rodeado al d! 

aarrollo de la industria de esteroides en MAxico desde su -

inicio, la que brevemente se podría resW11ir de la siguiente 

manera: 

A ralz del descubrimiento de los efectos ben@f icos de 

ciertos asteroides como la hidrocortisona, sobre el trata­

miento de enfermedades ca110 la artritis reum&tica, se pro­

novi6 la bdsqueda de fuentes que pudieran servir para sa­

tisfacer la cerciente demanda de dichos productos. 
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TABLA l. CAPACIDAD INSTALADA DE LA INDUSTRIA DE ESTEROIDES 

Empresa Capacidad instalada ' toneladas anuales 

Be isa 1,450 6.82 

Diosynth 2,325 10.62 

Proquina 6,250 28.59 

Searle 3,600 16.45 

Syntex 2, 750 12.58 

Steromex 2,500 U.42 

Proquivemex 3, 000 13. 72 

T o t a 1 21,875 100.00 

Fuent4!': (2) 
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CUADRO 2. CONSUMO DE HARINA DE ~ARBASCO 

Año cap. Inst. OXUnJro de cap. Gtil cap. ociosa 
harina 'IOOs. 'lbns. % 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 2,87.3 12.95 87.05 

1982 21,875 4,316 19.73 80.27 

1983 21,875 6,000 27.43 72.57 

Fuentes (2) 



Se comenzó por la extracción a partir de gl!ndulas anillla­

les, y el desarrollo de procesos de stntesis total, pero 

dichos procesos resultaron ineficientes y poco rentables 

cuando se encontr6 que ciertos vegetales los contentan en . 
cantidades mucho mayorvs, resultando que dichas especies 

vegetales ae encontraban distribuidas ampliamente en di-· 

versas zonas del territorio nacional; se inició entonces, 

un periodo de investiqaciones que concluyó en la creaci6n 

de los laboratorios Syntex, S.A. de origen estadounidense, 

loa cuales gozaron de gran apoyo por parte del gobierno 

mexicano, proteqiendoles contra otras compañt~s por me-­

dios fiscales, con lo que lograron crecer rlpidamente y 

llevar •monopolizar practicamente el mercado nacional e 

internacional de esteroides (hormonas), dlndole a Mfxico 

entre loa años de 1945 a 1955 la prilllacia mundial en di­

cho ••rcado1 sin embargo, en 1965 la empresa cambia de 

duefto perdiendo la poaici&n privilegiada que qoaaba, -·­

abriendo aat las puertas para el advenintento de nuevas 

e9presaa competidoras que serlan filiales de otras eapre­

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

La aparici&n de estas empresas di6 como consecuencia 

un.a competencia muy fuerte entre ellas, en virtud de la 

cual, sobreexpM:aron el barbasco durante m4s de 25 años, 

llegando a originar problemas en relaci&n a la calidad 

del barbasco recolectado y a las condiciones que impontan 

8 



TABLA 3. PRODUCTORES DE ESTEROIDES HASTA 1978 

Pilial en MEJxico Matriz Ori9en 

Steromex, S.A. Ciba-Geigy E.E.u.u. 

Beisa, S.A. Shering Co. E.E.u.u. 

Syntex, S.A. Synte.it E.E.U.U. 

Proquina, S.A. Shering AG. Alemania 

Diosynth, S.A. Organt5n Holanda 

searl• de Nfxico, 
S.A. de C.V. Searle E.E.u.u. 

Puentes (5) 



a los campesinos, El barbasco empez6 a ser recolectado an 

tes de tiempo manifestando una disminuci6n de los rendi­

mientos de diosgenina; y por otra parte, las condiciones 

del campesino empeoraban cada vez m!s. Ante estas circuns 

tancias, la producci6n de esteroides empez6 a decaer, di~ 

minuyendo la participaci6n de México en el mercado inter­

nacional. 

Ante esta situaci6n, el gobierno mexicano, en 1975, 

formula la creaci6n de la empresa Proquivemex, S.A. con 

.el objeto de que sea quien administre todas las transac­

ciones relacionadas con el barbasco, sobre todo lo referi 

do a explotaci6n y precios al campesino; ast como el im-­

pulso a la industria qutmico farmacéutica nacional, con 

el desarrollo de investigaciones tendientes a domesticar 

al barbasco y alcanzar las bases tecnol6qicas necesarias 

a fin de integrar un~ industria nacional de esteroides a~ 

tosuficiente; sin embargo, dichos objetivos no han sido 

alcanzados debido a mdltiples factores, tales como las m! 

niobras de las empresas transnacionales para soportar las 

presiones ejercidas por Proquivemex, cont&ndose entre es­

tas maniobras el almacenamiento de grandes cantidades de 

harina de barbasco, y despu~s, el fomento a la investiga­

ci6n orientada hacia la busqueda de fuentes substitutas 

del barbasco, Por otro lado, Proquivemex no contaba con 

la infraestructura tecnol6gica para el desarrollo de pro-

10 



cesos que llevaran a la elaboraci6n de productos finales 

y no solamente intermedios, por lo cual no fu~ cap4z de 

competir contra dichas empresas, ocasionando el colapso 

de este mercado. 

comportamiento de la demanda. 

La demanda de la diosgenina solo puede ser estudia­

da indirectamente, a trav~s de la demanda de barbasco a 

partir del cual es obtenida. En este punto se puede rec~ 

rrir a los datos de la Tabla 2. donde se establece la ca 

pacidad Otil aplicada por año por las industrias produc­

toras de esteroides en M~xico. 

La demanda a nivel internacional se puede deducir -

del anSlisis de los datos sobre.el grado de participa- -

ci6n como materia prima en la producci6n de hormonas es­

teroides en relaci6n 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 relacionan directamente con 

los productos finales, cuya demanda podrta incrmentarse 

si de encuentran nuevas aplicaciones para los productos 

ya existentes o nuevos derivados con efectos diferentes. 

La 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 Prod. Mundial Participaci6n de la diosgenina 
de hormonas mexicana en la prod. mundial 

(Tona.) alisoiuta reiativa 1 

1978 2,080 2SG.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 análisis de la producci6n mundial de 

esteroides·que utilizan a la diosqenina o compuestos si­

milares como materias primas. La producci6n mundial de 

esteroides ha crecido m4s o menos a un ritmo sostenido 

con una tasa de crecimiento de alrededor del 141 anual a 

partir de 1979, lo que refleja la potencialidad del mer­

cado para estimular la producci6n de materias tales como 

la diosgenina. Tabla 4. 

El an&lisis de las cifras de producci6n de diosgen~ 

na hacen ver claramente el efecto tan brusco que origin6 

el problema administrativo de Proquivemex, encontrlndose 

un m!n.imo de producci6n para el año de 1980, que coinci· 

de con el nivel de participaci6n de la diosgenina en la 

produccien mundial de esteroides. Como ya se mencione, 

••to fuf una de las causas que originaron la desconfian• 

1a del .. rcado internacional, en cuanto a la capacidad 

de Mfxico para •atiafacer la demanda y di6 lugar a las 

acciones enc111inada1 a la buaqu,da de fuentes alternati· 

vas de estos productos, que 1ignific6 en gran medida la 

plrdida del mercado que tenia dominado Htxico y que aho­

ra se presenta muy dificil de recuperar. 

Loa volGmenes de importaic6n de loa principales pa! 

sea importadores de eateroides representan una panorlmi­

ca del mercado internacional, el cual es cada dla mayor 

y habla directamente de la demanda de eateroides y por 

13 
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TABLA 5. IMPORTACION MUNDIAL DE HORMONAS 

Año Total (miles de 
dolares) 

1977 486087 

1978 526215 

1979 597279 

1980 641864 

1981 668343 

Princ1pales paises importadores1 Italia, . 
JapGn, Francia, E.U., Alemania, España, 

Inqlaterra y Brasil. 

Puentea (30) 
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lo tanto de materias primas para su s!ntesis. Tabla 5. 

La tasa de crecimiento de la demanda ha variado en 

cuanto al vaior, entre un 10 hasta un 4% anual, manteniendo 

un ritmo irregular, pero que puede predecirse en a.scenso -

constante durante el mediano plazo, en vista de la natura­

leza de los productos esteroides que son de amplia aplica­

ci6n y que deber4n seguirse produciendo cada vez en mayores 

cantidades, conforme aumente la poblaci6n mundial, especia! 

mente en latinoam~rica y el tercer mundo. 

El estudio del curso de las importaciones nacionales 

de hormonas asteroides tambi6n puede ser un indicador de las 

condiciones en que se desenvuelve el mercado a nivel nacio­

nal. Tabla 6, 

En el año de 1978 se tiene el mlximo volumen de impor­

tac ione• con s.e toneladas, siendo este año excepcional en 

C011P4raci6n del año anterior y los siguientes, en los cua~ 

les .. puede apreciar una evoluci6n irregular pero que tie~ 

de de llOdo general a la diaminuci6n del volumenr esta exce~ 

ci6n e• debida probablemente a un efecto de la mala admini! 

traci6n, que condujo a incrementar el volumen de materias -

prUla• iaportadas, pues no eran suficientes las producidas 

en ese entonces. para satisfacer la demanda de las indus-­

triaa productoras de eateroides en el palsr lo anterior se 

puede apreciar mas claramente a partir de los datos de valor 

por tonelada en 101 que para el año de 1978, se presenta el 

menor valor por tonelada, que obviamente corresponde a pro­

ductos de menor valor agregado como lo son las materias pr! 

mas y no producto• finales. 
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TABLA 6. IMPORTACIONES DE HORMONAS ESTEROIDES EN MEXICO 

Año Vol. 'ltns. % Aro base Valor (dls.) ' Aro base Valor/1':ln. (dls.) 

1977 1.1 100.0 697,160.00 100.0 633,681.80 

1978 5.8 527.3 598,800.00 85~9 103,241.40 

1979 o.s 45.S 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 90.9 868,460.00 124.6 868,460.00 

1983 0.9 81.8 692,650.00 99.4 769,611.10 
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Por otro lado, en cuanto a los años de 1979 a 1983, 

los voltímenes y valores de las importaciones no fluctúan 

grandemente, tratándose 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 actualidad. 

Comportamiento'de la oferta. 

La producci6n mundial de hormonas eateroides, utili­

zando a la dioagenina mexicana, tuvo su auge entre los -

años cincuentas y principios de los setenta, en virtud de 

que abastecla una parte sustancial de la demanda mundial, 

llegando a cubrir hata el 901 de esta demanda1 sin embar­

go, la producci6n de diosgenina y algunos derivados deca­

y6 en forma considerable por los ya mencionados problemas, 

para suministrar en 1976, Onicamente el ª' de la demanda 

1111ndial. 

La oferta de diosgenina se puede estudiar a nivel na­

cional dirActamente por la producci6n registrada durante 

los años de estudio, y que puede ser calculada a partir 

de la cantidad de barbasco procesado en estos años, cons! 

derando un contenido de diosgenina de 4.5% por kilogramo 

de harina de barbasco, las cifras ae muestran en la tabla 

7. 
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TABLA 7. PRODUCCION DE DIOSGENINA EN MEXICO 

Año Producci6n Tona. 

1978 256.B 

1979 84.B 

1980 62.6 

1981 127.5 

1982 194.2 

1983 270.1 

Puentea (2) 



c;onti'nuando con las observaciones de la Tabla 7, se 

puede ver que " partir de 1981, hasta el año de 1983 

existe una recaperaci6n constante que loqra supera~, in­

cluso, a· la producci6n de 1978, lo que hace pensar que 

dicha recuperaci6n puede continuar en tanto las condicio 

nea de administraci6n y del mercado sean favorables o al 

menos constantes, sobre todo sabiendo que aGn no se ha 

utilizado el 1001 de la capacidad instalada. (Tabla 2). 

Por lo anterior, parece que con solo aprovechar ad! 

cuadamente la capacidad instalada y adminaitar eficient! 

aente los recursos que se poseen, podrfa recuperarse la 

capacidad de oferta que requiere la delllanda mundial; sin 

embar90, la •ola producci6n de dioagenina es algo que no 

.. debe buscar, pues esto solo es un signo de la depen-­

dencia tecnol6gica que sufre el pa!a1 pues debe buscarse 

el desarrollo tecnol6gico necesario para elaborar produ~ 

toa intermedios o finales con mayor valor agregado que 

aean capacea de incrementar la entrada de divisas al -

pafa, con cuyoa beneficios podr!an financiarse muchos -

proyectos encaminados a esa independencia tecnol6gica, 

siendo precisamente el campo de los esteroides dentro 

del sector que incluye a la industria qutmico farmacfut~ 

ca uno de los que requieren mayor apoyo, dada la impor­

tancia y potencialidad econ&mica que representan tanto a 

'19 
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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 consid~. 

rar la participaci6n en el mercado de otros productos si-

milares obtenidos de divet·sas fuentes y que están en fun-

ci6n de la materia prima y de las caracterlsticas econdm! 

cas del pals que las tiene, por ejemplo se pueden mencio­

nar los productos similares en plantas silvestres como el 

barbasco en M6xico, en otros patses: barbasco en campos 

de cultivo (Guatemala, India, China y E.E.U.U.)1 de fuen­

tes animales (Francia y Holanda), de petroqulmicos (R.P.A. 

y Suiza) y de desechos como los de la soya (E.E.u.u.) Ta­

bla e. · 

La diosgenina como tal, no se importa ni se exporta1 

sin embargo, parecerla posible tomar como un indicador de 

la oférta existente los volQmenes de exportacidn de horm~ 

nas registrados, pero se debe tener cuidado con estos nO­

meros ya que parece haber una confusi6n en cuanto a los 

t6rminos utilizados ya que muchas veces lo exportado no 

son hormonas sino productos intermedios que salen del 

pala para su transformaci6n final. Tabla 9. 

Dentro de leoferta, se dice entonces, que indirecta­

mente se puede estudiar la producci6n de diosgenina a tr! 

v6s de los productos exportados, pero teni@ndo en cuenta 

20 



TABLA 8, PAISES PRODUCTORES DE MATERIAS PRIMAS PARA LA 
SINTESIS DE HORMONAS ESTEROIDES 

Pa!s 

MtSxico 

E.U.A. 

·Guatemala 

Francia · 

Holanda 

Africa 

India 

URSS 

China 

Fuente: (31) 

Producto 

Diosgenina 

Estigmasterol y stnte­
sis total 

Disoqenina 

Acidos biliares y 
sfotesis total 

Colesterol, Scidos bi·­
liares y stntesis total 

Hecoqenina 

Diosqenina 

Solasodina 

Diosqenina 

21 
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TABLA 9. EXPORTACIONES DE HORMONAS ESTEROIDES DE MEXICO 

Año Vol. Tons. ' al año Valor en miles 
base de pesos 

1977 129.6 100.0 487,190,8 

1978 47.0 36.J 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 

Fuente: (31) 
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las aclaraciones anteriores, se analiza el curso de las expor­

taciones de hormonas y derivados esteroides. Tabla 9. 

De manera general, se puede observar el perfil de evoluci6n 

en los volGmenes exportados con un "baja, sube, baja", que solo 

coincide en parte con los datos de producci6n de diosgenina, lo 

cual parece· indicar que ya se estan produciendo realmente horm~ 

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 relación 

estructural con los terpenos. La diversidad de su actividad 

fisiol6gica lo hace uno de los grupos m4s estudiados entre 

los productos biol6gicos. Sus miembros tienen una estructura 

b&sica al ciclopentano-perhidrofenantreno, constitufdo por -

tres anillos de ciclohexano unidos y dispuestos de forma no 

lineal, correspondiendo a la disposici~n del fenantreno y un 

anillo terminal de ciclopentano. 

Figura l. ciclo~entanoperhidrofenantreno 

Se pueden considerar ciertas caracter!sticas generales 

de este grupo, con referencia a un miembro t!pico: el coles­

tanol. 

Finura 2. Colestanol 
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Se observa que cada anillo estll completamente saturado. 

Cuando existen dobles enlaces en estas f6rmulas se indican e! 

pec!ffcamente. Con respecto a esta f.~rmula se pueden señalar 

ciertas caracterhti-cas de apl~-caci6n generd. La existencia 

de un austftuyente oxtgenado en el carbono 3, es una caracte~ 

rfatica c~n en casi: todos los esteroi'des naturales. Sobre 

loa 4tomos de carbono 10 y 13 hay_ grupos meti\o "angulares" 

señalados con los nllmeros .18 y 19. Es @sta tambtl!n una carac"' 

ter!stica qenral, Si·n embal!'go, e.n los· estJ:"6qenos. el ani:llo A 

es aromllti:co y en estas condt.cfones el 4tomo de carbono .10 no 

lleva grupo mettlo. Puede haber un sustituyente alifatico en 

el 4tomo de carbono 17, Este sustituyente sirve como base pa­

ra la clasificact6n de loa esteroides·, aqrupa~dose de acuerdo 

con el nt1mero de 4tomos de. carbono de esta cadena lateral. -

Asf, en los esteroles har e, 9 o 10 4tomos de carbono, 5 en 

los llcidos biliares, 2 en los esteroides corticales de la - -
' 

adrenalina y la progesterona y ninguno de los estrógenos y a~ 

dr6genoa naturales. 

Confo~ci6n y constderaciones est6ricas. La represen­

• taci6n conformactonal del colestan01indica que la molécula es 

rígida. Las letras pequeñas de la f6rmula Cal y (el se refie-

ren a sustituciones axiales o ecuatcriales, respectivamente. 

No se han representado en la figura todos los ~tomos de hi­

dr6geno1 algunos de ellos se indican por lfneas cont!nuas o 

punteadas. La conformaci6n en silla del ciclohexano es m~s es 

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

~fiqura 3. 
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t4n dispuestos rtgidamente en la conformaciOn 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 ciclohexano se potencla por 

una fuerte interacci6n entre los grupos metilo e hidroxilo 

de las posiciones C-10 y C-3. 

En el colestanol hay nueve centros de asimetr1a en la 

moldcula, estando ~stos en los Atomos de carbono 3, 5, 8, 9, 

10, 13, 14, 17 y 20. En la representaciOn estructural del es 

teroide, los sustituyentes que estln orientados en a (de 

' frente) se indican por una l1nea conttnua1 los que estan 
I orientados en a (det;as) se representan por una ltnea punte~ 

da. Ast los grupos metilo angulares en los &tomos de carbono 

10 y 13•est4n orientados en a, como lo est~ tambi~n el hidr2 

xilo en 3, el hidr6geno en 8 y la cadena lateral en 17. 

~o 

Figura 3, Conformaci6n estructural del colestanol 
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Las dos posiciones de asirnetrla justifican que un ~tomo 

de hidr6geno del C-5 puede estar, bien al mismo lado del pl~ 

no de la mol~cula que el grupo metilo del c-10 o en el lado 

opuesto. En el primer caso, los anillos A y B estarán en po­

sic16n cis, uno con respecto al otro, y la rnol~cula se dice 

entonces que tiene una configuraci6n "normal", Si el hidr6g~ 

no y el metilo se encuentran en lados opuestos los anillos A 

y B son trans, uno con respecto al otro, y la mol~cula se di 

ce que tiene la configuraci6n "alo", 

Figura 4. 

cb 
" 

A/B cis normal A/B trans ale 

El grupo hidroxilo del carbono 3 puede orientarse de 

forma similar en a o en a. 

-· º" Cb 
alfa-OH beta-OH 
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Sapogeninas. Las sapogeninas son esteroides de 27 átomos 

de carbono con una cadena lateral de tipo espirocetal, que se 

encuentra11en las plantas en forma de gluc6sidos llamados sap2 

ninas, las cuales tienen ciertas caractertsticas fisicoqutmi­

cas: son solubles en agua y etanol pero no en ~ter, algunas 

de ellas pueden formar complejos con otros esteroides 3-S-hi­

droxilados. Las soluciones acuosas forman espuma fácilmente 

debido a que fatas reducen la tensi6n superficial del agua. 

Las saponinas pueden provocar la hem6lisis.(ll) • 

Las saponinas pueden ser hidrolizadas por Acidos o enzi­

mas dejando las sapogeninas libres. Dado que la mayorta de es 

tas dltimas son considerablemente estables, rara vez se en­

cuentran las dificultades originadas en la producci6n de deri 

vados, ~an comunes en el caso de los aglicones c~rdiacos.(11) 

La mayorta de los espirostanos pertenecen a la serie 

·5 ~si bien una minorta importante poseen la configuración -

5 a y tambifn son comumes los co~puestos insaturados en 5, es 

pecialmente la diosgenina, que es.en este casa¡ nuestro punto -

de estudio. 

En las sapogeninas pueden encontrarse grupos hidroxilo 

en los carbonos 2, 6, 12 y 15. El espirostano o grupo espiro­

cetal no se encuentra en ninguna otra clase de productos natu 

rales. Consiste en un anillo de 5 miembros (E) y otro de 6 (.F), 

ambos heterociclos, de tipo espirostano en C-22. Le:· nombres 

sistemSticos en particular, son de la forma 20 "ci, 22-a, 25-D 

espirost-5-en 3$-ol. 
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Los !ndices ~ o S en C-20 se refieren a la configuraci6n 

del grupo metilo en el anillo E. 

Los sfmbolos 22-a y 22-b se refieren a la posici6n del 

&tomo de oxigeno en el anillo F con respecto al C-22. 

La determinaci6n 25D o 25L se refiere a la propiedad 6p­

tica de desviar la luz polarizada. 

Pueden existir ocho is6meros debido a la isomerta en -

c-20, c-22 y c-2s. 

Aquellos compuestos cuyo anillo F está abierto se llaman 

furostanos. 

Figura 6. 

" 
DIOSGENINA 

Diosqenin: 20 a, 22a, 250-espirost 5-en 3- S -ol (8 Y 28) 

La importancia qu!mica de la diosgenina, como se mencio­

nar& m4s adelante, reside en su predilecci6n para ser utiliz~ 

da como base de s!ntesis qu!mica y/o microbiol6gica de com­

puestos esteroides de grand!sima importancia farmacol6gica~ 
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Los esteroides son vitales en el control y funcionamien­

to de diversos sistemas bioquímicos 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: 

- Adrenocorticosteroides 

- Hormonas sexuales 

- Sales biliares. 

Entre los adrenocorticosteroides podemos mencionar a la 

hidrocortisona, preqnenolona, proqesterona y adrenalina, de 

las cuales dependen sistemas tales como los que controlan el 

balance de electrolitos, el metabolismo de·carbohidratos, 1!­

pidos y proteínas y fen6menos inflamatorios e inmunol6gicos. 

Laa hormonas sexuales juegan un papel indispensable para 

el desarrollo de los caracteres sexuales primarios y secunda­

rios i entre estas hormonas podemos mencionar a la testostero­

na, e~tradiol y androsterona las cuales,desde el punto de vi! 

ta farmaco16gico,tienen gran importancia ya que son ampliame~ 

te utilizadas para tratar deficiencias de estas hormonas o en 

terapias de sustituci6n y para la fabricaci6n de anticoncepti 

vos. 

Finalmente, las sales biliares que juegan un papel fund~ 

mental en la asimilación de 11pidos de los alimentos que ing~ 

rimos; estre éstas podemos mencionar a los ~cidos c6lico, ta~ 

roc6lico y glicoc6lico, que actGan blsicamente como tensoact! 

vos facilitando la solubizaci6n de las grasas y cuya adminis-
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traci6n, en casos de insuficiencia biliar o hepática, es in­

dispensable para mantener un equilibrio de estos elementos en 

el organismo. 

.. 
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I.3. Generalidades de los procesos biotecnol69icos. 

Biotecnolo9ta se puede definir como;.La utilizaci6n de -

los microorganismos o componentes de ellos (enzimas) para la 

producci6n o transformaci6n de productos Gtiles a los intere­

ses del hombre, pudiendo decir~que la biotecnolog1a tiene en 

estos momento1, una gran importancia gracias a las perspecti­

vas de desarrollo que ofrece en aspectos tales como el cien­

tt f ico, econ6mico y sociai. 

Una de las particularidades de la biotecnologla es su C! 

racter multidiciplinario, ya que ella requiere la aplicaci6n 

de los conocimientos de varias ciencias.tales como la micro­

biologfa, gen•tica, biologta molecular, bioqu!mica, qu!mica 

organica e inorqanica, ingenierta qutmica y civil, etc.1 ade­

mas, su desarrollo requiere tambifn estudios sociales y de e­

conom1a. 

~omo se mencion6 anteriormente, los microorganismos son 

el pilar de esta actividad1 existen cuatro clases de microor­

ganismos de interAs industrial: levaduras, hongos, bacterias 

y actinomicetos(6Las levaduras y los hongos son los mas expl2 

tados. Se trata de organismos eucariotes cuyas cllulas, al -

igual que las vegetales y animales, tienen un nGcleo definido 

por una membrana y portan m!s de un cromosoma1 contienen ade­

mls, organelos tales como mitocondrias (responsables del prin 

cipal sumini1tro de e~g!a de la c@lula). Las bacterias y act.! 

nomicetos, por el contrario, son procariotes: carecen de .. m­

brana nuclear y mitocondrias, poseen un solo croaoso•~ siendo 

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

nomicetos: ~nos y otros son filamentosos, crecen como un sis-

tema ramificado de hifas filiformes, pero no como c@lulas ai~ 

ladas. Las ·levaduras y bacterias, por otro lado, son unicelu­

lares en condiciones normales. 

Los productos de interfs comercial de estos microorgani! 

moa se encuadran en cuatro cateqorlas principales: a) las c6-

lulas microbianas en al mismas (biomasa)1 b) las macromolfcu-

las que sintetizan, por ejemplo, enzimas: e) los productos de 

su metabolismo primario, por ejemplo, amino6cidos, (compues­

tos e1enciales para su crecimiento) y d) los productos de su 

metabolismo secundario, por ejemplo, antibi6ticoa (compuestos 

no e1enciales para su desarrollo). 

Entre las aplicaciones de 1ndole comercial que poseen las 

cflulas microbianas hay que destacar dos importantes. La pri­

mera se refiere al suministro de prote1nas para alimentaci~n 

animal1 y la sequnda incluye tambifn a las c6lulas microbia­

nas para llevar a cabo conversiones biol6qicas, a trav6s de -

las cuales, un compuesto se transforma en otro estructuralme~ 

te relacionado por la intervenci6n de una o mas enzimas apor­

tadas por la cAlula. En las conversiones biol6gicas, pueden -

participar c6lulas en crecimiento, cAlulas sin crecimiento, 

esporas, y hasta cflulas desecadas. Los microorganismos 1que 

pueden llevar a cabo casi todo tipo de reacciones qu1micas, 

qozan de muchas ventajas frente a los reactivos qulmicos1 por 

ejemplo, muchas reacciones qu1micas no biol6qicas exiqen un 

considerable aporte de energ1,1para calentar o enfriar el tan­

que donde ocurre la reacci6n, suelen reali1ar1e en solvente• 
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orgllnicos y a veces requieren catalizadores inorg~nicos que -

pueden contaminar el medio. Por 6ltimo, de muchas reacciones 

qutmicas no biol6gicas resultan productos colaterales indese! 

bles, que debn desecharse en una etapa posterior de purifica­

ci6n • .\,diferencia de lo anterior, las conversiones biol69icas 

transcurren a temperaturas ambientales, emplean agua como di· 

solvente1 otra ventaja 1 es la especificidad de las conversio­

ne1 biol69icas, ya que por lo coman, una enzima cataliza solo 

una reacci6n en un lugar determinado de la mol6cula sustrato. 

La conversi6n biol6gica de etanol en una soluci6n diluida 

de leido ac6tico (vinagre) se realizaba ya en Babilonia 5000 

a. de c. Entre las conversiones biol69icas de interls 1obre• 

saliente para la ind~stria farmac6utica se deben mencionar -

las implicadas en la producc16n de penicilinas semisint8ticas 

y la producci6n de esteroides donde se ha reemplazado una rea~ 

ci6n qulmica que contaminaba por una reacci6n biol69ica limpia. 

I.4. Introducci6n a la biotecnologla de esteroide1. 

Loa re1ultados mas convincentes que se han obtenido por 

101 mAtodos de bioconversi6n corresponden a la stnteais de -

hormona• esteroides. (6, 12, 13 y 14) 

A principios de los años treinta, E.e. Kendall y T. Reic!!,I 

tein ai1laron la cortisona, esteroide secretado por las glan­

dulas suprarrenales. Una d6cada m!s tarde, Phillip S. Hench 

y E.e. Kendall demostraron que la administraci6n de corti1ona 

podta aliviar el dolor de los pacientes con artritis reUllAti• 

ca. La respuesta inmediata fu6 una gran demanda de la horma-
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na. Se desarrollaron rn~todos qulmicos para su s!ntesia, -

pues el mercado potencial era muy prometedor. La síntesis -

química requería 37 pasos, algunos de los cuales son criticas, 

lo que se traduc!a en un costo muy elevado del producto: fa­

bricado en esas condiciones, vaHa alrededor de 200 dls. por 

qramo. Una de las mayores dificultades que presentaba la sí~ 

tesis qutmica de cortisona es la introducci6n de un oxígeno -

en la posici6n 11 del esteroide. Se trata de un paso crucial 

para la actividad fisiol6gica de la molAcula. En 1952 D.H. 

Peterson y H.C. Murraidescubrieron que una cepa del hongo 

Rhi1ophus arrhizus hidroxilaba progesterona, introduciendo un 

atomo de oxtgeno en la posici6n 11. la proqesterona es un in­

termediario en el proceso de slntesis de cortisona; y por me• 

dio de la utilizaci6n de la hidroxilaci6n microbiana, la atn­

tesis de cortisona se redujo de 37 a 11 pasos, abaratindose -

en consecuencia, los costos. El precio de la cortisona pas6 a 

ser de 6 dls por gramo. 

El descubrimiento de la hidroxilaci6n microbiana de la 

progeaterona trajo consigo importante• repercusiones econ6mi­

caa. El proceso fermentativo podta llevarse a cabo a 37°C, 

con agua como solvente y a preai6n atmosfArica. La reacci6n 

efectuada en estas condiciones es mucho mas barata que la que 

ae realizaba en condiciones extremas de presi6n y temperatura 

y con disolventes distintos del agua.como exiqta la primitiva 

1fnte1is de cortisona. 

A partir de entonces, se han encontrado otras funciones 

a desempeñar por loa microorganismos en la stntesis industrial 

de eateroidea como cortisona, hidrocortisona, prednisona y -
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dexametasona, el andr6geno testosterona, el estr6geno estra-

dial (estos dos dltimos utilizados como anticonceptivos) y la 

espirolactona (diur~tico). Para la fabricaci6n de todos ellos 

se parte de esteroles, que son alcoholes complejos. Las fuen­

tes principales de dichos esteroles son los residuos de acei-
1 

te de soya, ricos en estiqmasterol y sitosterol, y las raíces 

de la planta mexicana de barbasco que contienen dioaqenina. 

En la producci6n de eateroides a partir de esteroles ve­

getales, el primer paso consiste en la deqradaci6n de la ca­

dena lateral de la mol6cula del esterol la que en alguna• CO! 

paft!as farmac6uticas se reali1a utili1ando una micobacteria, 

lo que abarata llfta etapa que antes se hacia por m6todoa no -

biol6gicoa. Las micobacterias recurren a los esteroles como 

fuente de carbono y enerqla; las cepas mutantes que carecen -

de ciertas en1imas no pueden completar la reacci6n, pero se 

aprovechan tales mutantes para degradaciones parciales que -

rinden importantes metabolitoa intermediarios. Tambian exia­

tenotraa bacterias que modifican el ndcleo eateroidlo, dando 

lugar a una gran variedad de derivados. ver figura 7. 

En ltlO, el gramo de cortisona valla en los Estado• Uni­

dos 46 centavos de d6lar lo que implica una reducciOn de 400' 

sobre el precio original. P.l constante descubrimiento de nue­

vas aplicaciones para loa esteroidea (contracepci6n, trata­

miento de insuficiencias hormonales, enfermedades de la piel, 

inf lamacionea y alergias) unido a una producci6n mas efica1 

de los mismos, ha generado una amplia demanda de dic~oa f&r­

macoa. En este sentido, el volumen total mundial de ventas de 

loa cuatro principales esteroides (cortisona, aldoaterona; 
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prednisona y prednisolona) estuvo alrededor de los 300 millo-

nes de d6lares en 1978, siendo entonces loe productos mSs im­

portantes que se obtienen de los procesos de bioconversi6n. 

I.S. Generalidades y descripci6n del barbasco. (29) 

Existen diversos vegetales que contienen naturalmente a 

la diosgenina, entre los que podemos mencionar: magueyes (gf­

nero Agave), Izotes (gfnero ~) y otras pertenecientes a -

las familias liliScea1, AlllarilidSceaa y DioscoreSceas. (15) 

Aunque la diosgenina se encuentra presente como gluc6si­

doa en los vegetales mencionados, es el barbasco el que por -

sus caracterfstica1·biol69icaa, ofrece mayores ventajas para 

ser utilizado como principal fuente de obtenci6n de diosgeni-. 
na, ya que •• el que la contiene en mayores proporciones y su 

cultivo (silvestre) y manejo ea relativamente f&cil y econd­

mico. (15). 

'11 barbasco como nombre genfrico, comprende una gran va­

riedad de e1pecie11 sin embargo, este trabajo •• refiere a una 

especie en particular que es la Dioscorea compgsita. 

Las dioscoreas son hierbas o arbustos con tallos herbt-

ceoa trepadores, que parten de grandes rafees tuberosas o ri­

zomas nudosns (camotes). Tienen ~ojaa anchas, frecuentemente 

acorazonadas y reticulopalmadas, variando desde simples hasta 

compuestas. Presentan florea pequeñas,dioicas, regulares, -

con un perianto que hace las veces de cSliz, con seis 16buloa, 

seis estambres y un ovario de tr .. cavidades. Generalmente, 

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

La parte que se utiliza para la extracci6n de saponinas 

es el rizoma desecado, ya que las demas partes de la planta -

solo contienen cantidades mlnimas de saponinas. 

Las ra!ces del barbasco tienen un d1&metro de alrededor 

de 20 cm. y crecen paralelas al suelo; su cosecha puede lle­

varse a cabo cada dos años sin necesidad de nuevas plantacio-

nea. (15,16) 

El barbasco crece en una amplia regi6n de la RepGblica -

Mexicana, particularmente en loa estado• de Veracruz, Oaxaca, 

Chiapaa, Tabasco, Guerrero y estado de MaxicÓ1 sin embargo, -

1e le puede cultivar en cualquier p,arte con clima hGmedo tro­

pical. (17). 

La planta esta compueata en general, por resinas, almi­

d6n, celuloaa, oxalato.de calcio y 1aponina•. (18). 

Desde hace casi 50 afto1 en que aconteci6 la llamada •re­

volucidn de los esteroide1•, awnentd la explotaci6n de estas 

ralees a tal grado que se tuvo que eatablecer una ley que pr~ 

hibe la exportaci8n de esta planta desde 19511 con el fin de 

r1cionali1ar su explotaci8n y aprovecharla particularmente -

desde el punto de vista econ6mico. 

Gracias a 101 eatudios de varios inve1tigadore1, como -

Mlrker (19) , ~ (20) , Espejo (21) y otioa, • ha deterlll.inacb la na~ 

raleza y caracterl1tica1 de las aaponinas del barbasco, esta-

bleciendo que la planta tiene una compleja me1cla de saponinas 

siendo las mas abundantes las siguientes: 

Dioscina: Dioagenin:(2,4-bia-a-L-rhamnopiranosil)-a-D­

CJ1Ucopiran681do. 
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Trillina: Diosgenin:3-B-D-glucopiran6sido. 

Prosapogenina A: Diosgenin:3-0-(a-L-rhamnopiranosil 1-2)-

6-D-qlucopiran6sido. 

Prosapogenina B: Diosgenin:J-O-(a-L-rhamnopiranosil 1-4)­

B-D-glucopiran6sido. 

AdemAs, tambi~n se encuentran algunos glicÓsidos de furo! 

tanol en los cuales, éste está unido a dos restos de glucosa 

en las posiciones 3 y 26 del esteroide. 

FiC11ll'él 8 • 

Dioacina: a1=R2=a-L-rhamnosa, 

T~illina: .R1=R2=H. 

... .... 

Prosapogenina A: R1=a-L·rhamnosa, a2•H. 

Prosapogenina B: R1=H, R2=a·L-rhamno1a, 
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I,6, Antecedentes experimentales. 

Como se menciono anteriormente, la diosgenina se encue~ 

tra de modo general en los vegetales mencionados, asociada -

qu1micamente a azGcares mediante un enlace beta-glucosidico; 

sin embargo, para poder utilizarla como materia prima, es n~ 

cesario que se encuentre como aglic6n (sin el azacar) para -

lo cual, se ha llevado tradicionalmente una hidr6lisis 4cida 

utilizando 4cidos minerales y altas temperaturas; esto implf 

ca ciertos inconvenientes tales como la utilizaci6n de áci­

dos escasos y caros, condiciones extremas de reacci6n que -

traen consigo un desgaste excesivo de los reactores, un gran 

9asto energ,tico y contaminaci6n ambiental debido a los re­

siduos que son desechados. 

A rdz de los experimetos llevados a cabo en el labora­

torio para estudiar la actividad de las enzimas producidas 

por honqos que se desarrollan en sustratos celul6sicos, y en 

base al conocimiento de que los complejos enzimlticos del sis 

t .. a de celulaaa tienen actividad de beta-glucosidasas, se -

pens6 en la posibilidad de probar su acci6n sobre los enlaces 

beta•glucostdicos de las saponinas del barbasco. 

Se escogi6 entre varias cepas, una en particular, debido 

a su capacidad de hidrolizar algunas de las saponinas del bar 

basca (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 g6nero Aspergillus, y Penicillium, 

crecidos en un medio que contenta saponinas extraidas de algu­

nas especies de ,\gave para su hidr6lisis1 y por otra parte, el 
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trabajo realizado por Rothrock et, al. (24), se decidi6 pr2 

bar comparativamente la capacidad de algunos hongos similares 

a los reportados, con el hongo aislado en el laboratorio, Asl 

mismo, tratar de desarrollar un procedimiento que incluyera 

los pasos necesarios para la obtenci6n de diosqenina a partir 

de las saponinas del barbasco mediante una hidr6lisis micro­

biol6qica en un proceso fermentativo, 



OBJETIVOS 

1.- Obtenci6n de diosgenina a partir de las sa­

poninas del barbasco (Dloscorea comp~) 

mediante un procedimiento biotecnol69ico. 
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2.- Aplicaci6n de las tfcnicaa fermentativas y 

utilizaci6n del potencial bioqulmico de mi­

croor9aniaoa en suatituc16n del procedi• 

miento qufllico para la obtenc16n de dioaqe· 

nina. 

3.- Desarrollo de un procedimiento en el labo­

ratorio, susceptible de .. r aplicado a ni­

vel industrial para la obtenci6n de diosg!. 

nina. 

4.- Bvalusci6n comparativa entre el proceao bi~ 

t•cnol6gicó y el proceso qufmico en cuanto 

a rendimiento, calidad y facti'-ilidad de d! 

•arrollo industrial. 
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III. MATERIAL, EQUIPO, SOLVENTES, REACTIVOS Y SUSTANCIAS. 

EQUIPO. 

ROTA VAPOR 

BOMBA DE VACIO 
M-FE-1500 

HORNO 
M-FF-293 

PISTOLA DE AIRE 
M-HG-301 

CROMATOGRAFO DE GASES 
M-3700 

REGISTRADOR DEL C.G. 
M-9176 · 

CENTRIFUGA SORVAL 
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 

OSSTERIZER 

CENTRO DE INSTRUMENTOS 
UNAM 

LABORATORY DEVICES 

BAUSCH ¡ LOMB 

THERMOLINE 

SARGENT WELCH 
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CAMPANA DE FLUJO LAMINAR VECO 

PANEL DE FERMENTACION 
M-19-1400 

NEW BRUNSWICK SCIENTIFIC CO. 

JARRA DE FERMENTACION 14 l, 

MANTILLAS ELECTRICAS 

REOSTATO 
M-RSlO 

MATERIAL. 

NEW BRUNSWICK. 

GLAS•COL APARATUS CO, 

OSYMA 

CROMATOPLACAS SG-60 MERCK 
5x20x0.25 cm. 

MATRACES FERNBACH PYREX 

CAJAS PETRI DESECHABLES CRIVE 

'ASA PLATINO-IRIDIO PROVEEDOR CIENTIFICO 

CAMARAS PARA CROMATOPLACAS WHATTMAN 

MORTERO CON MANO PYREX 

VASOS DE PRECIPITADOS PYREX 
50, 100, 250, 500 y 1000 ml. 

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

MATRACES ERLENMEYER PYREX 
125, 250, 500, 1000 y 2000 ml. 

TIRMOMITROS 

PIPETAS IVA Y PYREX 
1, 5, y 10 ml. 

PIPETAS PASTEUR SCIENTIFIC PRODUCTS 

EMBUDOS DE VIDRIO PYREX 

MECHEROS BUNSEHN PROVEEDOR CIENTIFICO 

EMBUDOS BUCHNER PIMSA 

PI SETAS NALGENE 

TUBOS DE ENSAYE PYREX 



MATRACES KITASATO PYREX 
125, 250, 500 y 1000 ml. 

EXTRACTOR SOXHLET PYREX ' 

CARTUCHOS P/SOXHLET WHATTMAN 

MATRAZ DE TRES BOCAS KIMAX 

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

JERINGAS DESECHABLES B-D PLASTIPAK 

MATRACES AFORADOS PYREX 
100 y 500 ml. 

COLUMNA PARA CROMATOGRAFIA PYREX 
3 X 45 cm. 

VIALES 15 X 45 mm. KIMBLE 

VIALES C/TAPA KIMBLE 
21 X 70 s. 

GRADILLAS PROVEEDOR CIENTIPICO 

ISPATULAS ACERO INOX. SCIENTIFIC PRODUCTS. 

MATRACES DE BOLA PYREX 
250 y soo ml. 

PAPEL FILTRO WHA'l'TMAN 

CINTA TESTIGO DE ESTERILIDAD TUCK 

ALGODON Y GASA. 

• SOLVENTES, REACTIVOS Y SUSTANCIAS 

CLOROFORMO J.T. 

ACETATO DE ETILO 

BENCENO 

METANOL 

PIRIDINA 

N•HBXANO 

ETANOL 

BAKER Y MERCK 

• • 
• • 

" • 

" • 
• • 

• 
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ACETONA J.T. BAKER 

HIDROXIDO DE SODIO 11 

PENOL H 

SULFATO DE SODIO ANHIDRO 11 

GEL DE SILICE " 
60-200 MALLAS 

VAINILLINA " 
ACIDO SULFURICO " 
AGAR PAPA GLUCOSA MERCK 

ARENA DE MAR P~A. MERCK 

TWEEN 80 G,R, SIGMA 

ANTIISPUMANTE UNION CARBIDE 
SAG-C71 

COLESTANO STO. 

DIOSGENINA STO. PROQUIVEMEX S.A. 

HARINA DE BARBASCO PROQUIVEMEX S.A. 
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IV. HETODOS 

IV. 1. Descripci6n de medios de. cultivo. 

Se utilizan dos medios de cultivo: el primero, para la 

conservaci6n de la cepa, y el segundo, para la fermentaci6n: 

Medio 11. Conservaci6n y propagaci6n: 

Aqar-papa-glucosa (PDA) Merck 

Medio 12. Fermentaci6n: 

Harina de barbasco 

Tween 80 G.R. 

Agwa de1tilada 

2.0, P/V 

0.2\ V/V 

pff de1pue1 de e1terilizaci6n 4.6-5.2 

Los .edios se esterilizan en autoclave a 121'C (18 lb•) 

durante 20 ainutos. 

IV. 2. Descripci6n de 101 microorganismos. 

Se estudiaron tre1 cepas de hongos. La primera de ellas 

e1 un A1eer9illu1 terreu1 NRRL 265 el cual, es un hongo de -

colonias redondas, elevadas 1grandes, con crecimiento micelial 

afreo y e1porulaci6n abundante muy vol&til, de color amarillo 

caracter!stico. 

El segundo hongo e1 un Aseer9illus terreus ATCC .10121 el 

cual, es un hongo de colonias redondaa,elevadas,grandes, de 

crecimiento micelia!alreo y eaporulaci6n abundante caracte­

r!atica de color verde muy volltil. 

El tercer hongo ful aislado de bagacillo de cañas se tr! 

ta de un levaduriforme, de colonias, redondas, elevadas y pe­

queña11 cuando crece a las 48 h. sus colonias son blancas y 
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cremosas; al esporular (72 h.) toma un col~r anaranjado carac 

ter1stico que se intensifica al paso del tiempo, presenta gran 

adherencia al agar. Se le clasific6 como un Aureobasidium !E.!. 

nanbrlndosele en el laboratorio "H-18", 

Todos los hongos son cultivados inicialmente en el medio 

11, ae siembran con la ayuda de un asa est@ril esparci~ndolos 

· por toda la superficie del agar1 s~ dejan crecer a 29°C dura~ 
........... ~ ... ~-. . 

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

para que esporules durante 72 a 96 h. 

IV. 3. Preparaci6n de la suapenci6n de esporas. 

Una vez paaadaa las 72 h., se toman de 30 a 40 cajas del 

•icroor9aniaao, a las cuales •• lea agregan de 2 a 3 ml. de 

8CJUª destilada estlril a cada una; mediante el aaa previame~ 

te esterilizada se fricciona la superficie de loa cultivos a 

fin de de91)render laa e1pora1 y 1u1penderla1 en aqua, de1pu•1 

ae succiona suav .. ente con una jerinag desechable de un ml. 

y •• vacian en un .. traz erle1111eyer de 250 •l e1tlril, reco 

lect*ldoae en total alrededor de 50 ml. a 101 cuales, poate­

rionaente .. 1•• determinar& la concentrac16n de eaporaa por 

den1idad dptica en el fotocolorflletro. 

IV.4. Deterainaci6n del volumen para in6culo. 

De la su1penci6n de e1poras obtenida antetiormente se 

toma con ayuda de una pipeta eataru, un ml. de la suapen­

c16n, el cual se vacia en un tubo de enaaye y se le agregan 

9 ml. de agua de1tilada para obtener una d1luci6n 1110. se 

lee au absorbancia a 540 11111. en el fotocolorfaetro contra 
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un blanco de agua destilada; si sobrepasara el rango aceptable 

de concentraci6n, se hace otra diluci6n 1:10. 

Se aplica la siguiente f6rmula para determinar el volu­

men en ml. de suspensi6n de esporas para inocular: 

ml, de in6culo= (O.O, deseada/mll (V,T.) 
(o.o. obtenida) (F. dedil.) 

Di:>nde v.T.= volumen total de medio de fermentaci6n. 

o.o. deseadas densidad óptica recomendá,-tm general por 

resultados emplricos para la inoculaci6n de un fermenta-

dor: su valor se encuentra entre 0.04 y 0.08 u. de D.O. por ml. 

de mdeio. 

IV. S. Descripci6n de los sistemas de fermentaci6n. 

Se desarrollan principalmente dos sistemas de fermenta­

c16n: A nivel pequeño, en ensayos generales, se emplean los -

l'llatraces Fernbach de 2.8 lts., los cuales son agitados sobre 

una plataforma de agitaci6n dentro de un cuarto de temperatu­

ra constante de 29°C, esto durante la primera etapa de expe• 

ri•ntaci6n. 

Para el primer escalamientase emplea una jarra de 10 lts. 

de volumen de trabajo (capacidad total 14 lts.) operada sobre 

un panel que tiene la capacidad de registrar, controlar y mo­

nitorear el pH, el ox!geno disuelto (O~D.), la temperatura, 

el flujo de aire y la agitaci6n. 
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IV.6 Preparaci6n del fermentador. 

La jarra de fermentaci6n se prepara de la siguiente mane­

ra: Se pesan 200 g de harina de barbasco molido previamente en 

una licuadora durante 10 o 15 segundos en seco. 

A la jarra se le adicionan 4 litros de agua destilada con 

20 ml de Iween 80 disueltos previamente; se vacra el barbasco 

y se completa el volumen a 10 litros con agua destilada. Des­

pu6s de esto, se instalan los electrodos de pH y ox!geno, se 

arreqlan las conexiones para antiespumante, !e ido, !l.cali, to­

ma de muestra, trampa de aire y entrada de aire con filtro. E! 

tando el conjunto listo con los matraces reservorios de Acido, 

&lcali y antiespumante, se mete al autoclave a esterilizar. 

IV. 7 •. Calibraci6n e inoculaci6n. del fe11!Elltador. 

Despu8s de la esterilizaci6n, se deja enfriar el ferment! 

dor1 entonces se coloca en el panel, al cual se conect~ 

las llneas de aire, agua (refrigerante) y se contactan las ter 

minales de los electrodos de pH y oxtgeno. Se fija la tempera­

tura a 29ºC1 una vez alcanzada, se calibra el registrador de 

oxigeno disuelto a O\ (cuando aan no hay aereaci6n ni aqita-­

ci6n, pero ya ea estable la temperatura de operaci6n). Poste­

riormente se fija la aqitaci6n a 350 rpm y se ajusta el flujo 

de aire a 0.5 VVM1 despufs de 20 a 25 minutos se calibra el r~ 

gistrador de oxlgeno disuelto a 100\. Se toma una muestra de 

manera estAril y se pone sobre una placa del medio No. l para 

verificar la esterilidad inicial del medior con el mismo flujo 

de esa muestra se toma otra para determinar el pH en un poten-
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ciómetro externo y entonces calibrar el potenciometro del pa­

nel instrumentado; ya calibrado el potenciometro1 se procede a 

calibrar el pH al valor deseado con el ácido o el Ucali que 

pueden ser agregados automáticamente. Una vez estables todos 

los parámetros, se procede a la inoculaci6n, la cual se lleva 

a cabo con la ayuda de un mechero y limpieza previa de la zona 

del tap6n de inoculaci6n en la tapa de l.a jarra, con una solu­

ci6n de benzal, adicionando con una pipeta est~ril la cantidad 

de suspensiOn de esporas determinada segdn los c!lculos descr! 

tos antetiormente. 

Se toman los req istros de temperatura, pH y oxigeno di­

suelto durante los dfas que dura la fermentacien. 

IV.8. Obtenci6n de s6lidos. 

Una vez terminado el tiempo de fermentaci6n, se centrifu­

ga el caldo a 7,500 rpm durante 35 minutos, separando los sol! 

do• del sobrenadante por decantaci6n. Estos solidos son pues­

tos en una charola de aluminio que se coloca sobre una superf! 

cie caliente (50 - 60ºC) para secarlos a peso constante (esto 

se puede hacer en un horno de lecho fijo para granulados). Una 

vez secos los sólidos, se reduce su tamaño de partfcula utili­

zando un mortero y se pesan para calcular el balance de materia 

a trav@s de la fermentaci6n. 

IV.9, Extracci6n de sólidos. 

Los sólidos recuperados, se colocan en cantidades conoci­

das de 20 a JO gramos en cada cartucho soxhlet para su extrae-
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ciOn, la cual se lleva a cabo utilizando 200 ml de n-hexano 

como solvente calentando con una mantilla el~ctrica controlada 

por un re6stato durante 12 horas. Al fin de la extracciOn, 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 purificaci6n en columna. Antes de esta Gltima se 

corre una cromatografía en capa fina para verificar la presen­

cia de diosgenina y de otros compuestos1 así corno una cromato­

grafta de gases para verificar las proporciones de ~en 

la mezcla obtenida. 

IV.10. Extracci6n de aobrenadantes. 

Despufs de centrifugar y separlll'los sobrenandantes, estos 

son extra1dos en volGmenea de 500 rnl con el mismo volumen de 

acetato de etilo en un embudo de 1eparaci6n repitiéndose la e! 

tracci6n do1 veces por volumen de 1obrenadante. La fase org&ni 

ca se separa y filtra a travfa 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 

tambi6n cromatografía de capa fina y cromatograf1a de gases. 

Lo1 residuos aceitosos se pesan para calcular el rendí-­

miento bruto de extractos. 
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Jarra de 14 litros (10 lt volumen de trabajo) 
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Figura 10 

Panel New Brunswick M-19-I 
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J.V. 11. <bndiciones de la cromatografía en capa fina. 

Para la cromatografta 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 y acetato de etilo 1:1¡ y el sistema b) por cloroformo y 

acetona 8:21 corriendose las placas dentro de las c4maras What·· 

tman. Las placas son reveladas con un rocio de una soluci6n -

etan6lica de 4cido sulfGrico al 10\ activado con calor. 

IV. 12. Condiciones de la cromatografia de gases. 

La cromatografta de gases se aprovech6 como un valioso 

auxiliar qracias a aµ rapidez y resoluci6n para la determina­

ci6n de dio•genina,a•t como para la estimaci6n de la compo1i­

ci6n de lo• producto• obtenidos. (25) 

La• condicione• generales de operaci6n en todas las cr2 

matoqrafta• •on las •iguientea, a menos que se indique otra c2 

•a en el cromatograma: Se utiliza una columna de vidrio de 2 nin. 
de dilmetro interno por 6 pies de longitud, empacada con una 

fase liquida OV-17 al 3\ sobre un soporte cromosorb-Q de 80 a 

100 malla• (columna alternativa ov-1 al 31 6 una SP-2500). 

El crontat6c)rafo se opera bajo las siguientes condiciones: Tem­

peratura del inyector de 290°C, columna a 245 6 260ºCr el de­

tector de iones (FID) a 290ºC1 atenuaci6n 16r sensibilidad de 

1o·lO amp/mv. El regiatrador a una velocidad de carta de 0.2 

cm/min. El gas acarreador (nitr6geno) a un flujo de 50 cm3/min. 

(26) 



IV, 13. C4lculo del contenido en porciento seg6n la 

cromatografía de gases. 
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Este cUculo se basa en el hecho de que en un cromatog1·a­

ma, el área de los picos es dir~ctamente proporcional a la -

concentraci6n de los componentes en la soluci6n analizada. 

Normalmente se calcula el porciento de un compuesto, en 

referencia al 4rea producida por un estándar~. de concentra­

ci6n conocida, obteniéndose con ello el llamado "factor de 

respuesta• del detector del cromat6grafo al compuesto refe­

rido1 sin embargo, cuando se tratan m~zclas de compuestos 

desconocidos en una soluci6n, y 1e carece por tanto, de los 

est&ndares correspondientes, se recurre al m~todo del cál­

culo de t del componente X que toma en cuenta sblamente el 

&rea de los picos medida a la mitad de la altura, con la -

suposici6n de que el factor de respuesta para cada compone~ 

te es mla o menos igual. psi 
Para el calculo de las &reas en este mAtodo, se mantie­

nen constante• la atenuaci6n y sensibilidad del electr6me­

tro del cromat6grafo1 mientras que en el mAtodo que c&side­

ra el factor de respuesta, pueden variarse dichas condicio­

nes y corregirse posteriorr.iente al aplicar la ecuaci6n del 

c&lculo de t del compuesto x que involucra las condiciones 

como la atenuaci&n aplicada al compuesto, la sensibilidad, 

la velocidad de la carta, la suma de las !reas corregidas -

de los picos que a au vez se determinan midiendo la altura 

da 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 midi6 el ~rea de los picos tornando como base del 

pico, la amplitud a la mitad de la altura. Con la sensibilidad, 

la atenuaci6n y la velocidad de la carta constantes, se aplic6 

la siguiente f6rmula: 

\ de diosgenina = Acd X 100 

IAct 

Donde Acd = al 4rea del pico de diosgenina, tomando como 

base del pico, la amplitud a la mitad de la 

altura (A•b X h/2). 

y EAct = a la suma de las 4reas de todos los picos que apare­

cen en el cromatograma, igualmente medidas. 

Es necesario aclarar, que este m~todo es aproximado dado 

que ae desconoce la naturaleza de la mayorta de los componen­

tes de las mueatras,por lo que no se tienen est4ndares y por 

lo cual no se puede calcular el factor de respuesta para ca­

da uno de ellos. Esto es en base a la naturaleza de las mue! 

tras obtenidas de las fermentacioneK de las que solo se tiene 

idea de dos de los componentes. 
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IV.14. Purificaci6n en columna. 

La purificación de los residuos aceitosos tanto d~la fer­

mentación como los de la hidr6lisis ácida se llevan a cabo de 

la siguiente manera: se empaca una columna de vidrio para ero-

matograffa de 3 por 45 cm con una suspen~i6n de 100 g de gel 

de silice en 300 ml de n-hexano aplicando aire a presión y vi-

braci6n mec~nica para lograr el mejor empacado posible. Se de­

ja bajar el nivel de solvente hasta un mm.antes del nivel del 

empaque sin dejar que este se llegue a secar. 

Se colocan entre 4 y 5 g del residuo aceitoso pesados 

exactamente, disueltos previamente en la mínima cantidad necesa 

ria de benceno, sobre la superficie del empaque se com.ienza a 

eluir con un gradiente de polaridad segdn se indica en el Cua­

dro IV.11.1. a un flujo de 5 ml por min.J tomando fracciones 

de 10 ml exactos e/u en tubos de ensaye. 

De cada 5 fracciones se toman 2 µl y se inyectan en el 

cromatógrafo de gases, para .comprobar la evoluci6n de la dios-

genina en las diferentes fracciones y obtener un perfil de elu 

ci6nr,as! mismo, se corren placas de cromatografía en capa fi­

na de cada tres fracciones. 

CUADRO IV.11.1. GRADIENTE DE POLARIDAD PARA CROMATOGRAFIA EN 
COLUMNA 

Sistesm de solventes % (v/v) Volumen eluído 

Empaque n-hexano 100 vol. de exclus~n 

Eluci6n 1 Benceno /AcOEt 95/5 300 ml 

Eluci6n 2 Benceno/AcOEt 90/10 300 ml 
Eluci6n 3 Benceno/AcOEt 85/15 300 ml 

Eluci6n 4 Benceno /AcOEt 80/20 &lsta caipletar 
eluci6n 
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IV. 15. Cristalizaci6n y recristalizaci6n. 

El conjunto de fracciones que mostraron la mayor conceu 

traci6n y pureza de diosqenina, se juntan en un matraz de bola 

de 250 ml. y se evapora a sequedad en el rotavapor, quedando 

los cristales de diosqenina ligeramente amarillos. Estos cri1-

tale1 se lavan con la m1nima cantidad de n-hexano frío1 una -

vez lavado•, 1e evaporan nuevamente a sequedad en el rotavapor. 

La recri1talizaci6n se efectda para obtener lo 11\&1 pura 

polible a la diosgenina y se lleva a cabo de la siguiente ma­

nera a tos cri1tales obtenido• del pa•o anterior, •e di•uelven 

en alrededor de 50 ml de acetona, calentando si e• necesario, 

y 1e pone a evaporar en el baño de vapor ha1ta que queden 

aproximadaaente 10 o 20 ml. y entone••·•• agregan JO o·40 ml. 

de metanol1 H ligue calentando en el aMfto hHta eliminar to­

tal .. nte a la acetona y quede 1010 el .. tanol caliente, en e•e 

llOll8nto H •aca del baño de vapor y •e deja enfriar a te11p9ra­

tura ambiente, comenaando en e•e lllOlllento a cristali1ar1 enton­

c81, te 111ete el v110 que contiene los cristales de dio19enina 

a enfriar a un recipiente que contenga hielo picado o hielo -

Hco para completar la recristaliaaci6n. Una vea terminada e! 
ta, •• filtra el producto en un embudo buchner y se 1eca por 

vacfo1 1e corren cromato9raf1as de 9a1e1 y capa fina y •e le 

dlteDnJna el punto de fusi&'I. Finalmente se calcula el rendimiento 

del procedimiento • 

... ... .. 
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IV. 16. Hidr6lisis 4cida. 

La hidrólisis 4cida es el procedimiento original,media~ 

te el cual se ha extra!do la diosgenina a partir del barbasco 

desde que se descubrió que ~ste la contenta. Esta t'cnica se -

ha modificado muchas veces, pero todas tienen como comQn deno­

minador, el empleo d~ !cidoa minerales fuertes como el n2so4 
o el HCl concentrados y altas temperaturas. 

La t•cnica utilizada es la siguiente (27 ) : 

De una mueatra de barbasco de alrededor de 200 9. bien 

molido•, se toman 20 g. pesados exactamente, y se colocan en 

un matraí de bola de 500 ml. de 3 bocas adaptado con un refr! 

garante de reflujo y un term&metror •• agregan 120 ml. de HCl 

3 N y se calienta en una mantilla elactrica controlada por un 

re6stato puesto sobre un agitador magnftico. Se pone a reflu­

j durante 4 h1. con agitaci6n 1uave a una temperatura con1-

t1nte de to•c. 
Una ve1 terminada• 111 4 h1. 1e deja enfriar la mezcla -

de reacc1en, entre 70 y 75•c y se neutraliza con NaOH o con -

Ca(OH) 2 hasta pff•7 al papel indicador. Se filtra por embudo -

buchner, decantando la arena para pesarla po1teriormenter se 

cOllpri.. la torta y 1e 1eca lo mas po•ible al vac(o, po1teriot 

mente, se pasa a un crisol tarado a pe10 con1tante y 1e mete 

a un horno a 11o•c ha1ta que e1t• a pe10 constante, 1e anota 

el pe10 y 1e mete a un cartucho soxhlet para extraer1e duran­

te 2 h1. con benceno. 

Al 1olvente recuperado de la extraccien se le corre una 

cromatografla de capa fina, a1l como una cromatografla de ga­

se1, para comprobar contenido y proporciones de componente• 
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del residuo. 

A los residuos obtenidos de la hidr6lisis ~cida, se les 

trata de la misma manera que a los residuos obtenidos de la 

fermentaci6n, en cuanto a purificaci6n y recristalizaci6n -­

(secciones IV.14. y IV.15.). 
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v.1. Selecci6n de la cepa de trabajo. 

se propuso co~ objetivo en esta etapa del trabajo, 

evaluar comparativamente un microorganismo reportado por -

Rothrock, et.al. (24) y la cepa aislada de baqacillo de ca­

ña, (Aureobaaidium sp) cuyas enzimas presentaban actividad 

aobre la• 1aponinas del barbasco, con el fin de eleqir a la 

cepa que mejores resultados presentara. 
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El. microorqanismo reportado es un A&pergillu• terxeua 

de colecci6n privada (Merck Co.) por lo que 1e resolvi6 tr! 

bajar con las cepas disponibles de dicho microor9ania11101 y 

que ion colllO ya se .. ncion~ anteriormente, los Asperqillus 

ternu• ATCC 1012 y NRRL 265. 

11 experimento contempl6 las siqUientes condicione11 

se llevaron a cabo 6 fermentacione1 (2 por cada m1croorgani1mo) 

en .. traces rernbach de acurdo a la• condicione• 1111ncionada1 

en la secci6n 1v.1. a IV.5. y a la• utilizada• por Rothrock 

et.al. 

La• condicione• reportada• difieren b&sica1111nte en el 

valor de pH1 ya que el medio de fermentaci6n donde d••arrollan 

al A.terieu1 es aju1tado a un valor de 41 mientra• q11e para 

el Auieobasidiua 1p. ae encontr6 un crecimiento y actividad 

6pti11D a un pH de 8 (22). 

E1to1 valores fueron aju1tado1 convenientemente con 

NaOH lN y a2so4 lN1 adem&a de esto, Rothrock utili1a sale• de 

..,nio coll'O fuente de nitr&qeno, las cual•• a6lo se utili•aron 

con 101 A. terreus con el fin de reproducir la• condiciones 

reportadas lo •jor posible. 
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En las cromatograftas de capa fina y de gases con las 

que se verificaron las actividades de las diferentes cepas 

se encontr6 que dos de las tres cepas estudiadas causaban la 

liberaci6n de diosgenina en los s6lidos de fermentaci6n: 

En el caso del A. terreus ATCC 1012, se encontr6 un pr2 

dueto de una polaridad muy similar a la de la diosgenina (fo­

toqraftas v.1.1. y v.1.s.) pero al inyectarse en el cromat6-

9rafo de gases simult&neamente, la muestra del producto obte­

nido concentrado y ~l estandard de dio19enina, se obtuvo una 

.. paraci6n cuantitativa de los productos demostrando que se 

trataba de otro compuesto (fotografia v.1.6.). 

In las pruebas con el A. terreus NRRL 265 1e encontr6 

la liberaci6n de diosqenina, pero en una proporci6n relativa 

. pequeña (fotoqrafias v.1.2. y v.1.7.) que al coapararse con 

el producto del Aureobasidium !f (fotoqrafia1 v.1.3. y v.1.8.) 

reault6 ser despreciable. 

11 producto del Aureoba1idiwn !l?.•constituy6 el resultado 

-'• satisfactorio, por lo que se decidi6 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 9dficas de cromato9raf!a de gases y cromato9ra91a en 

capa fina. Los resultados se pueden ver en la tabla V.1.1. 

ParAmetros Microorganismos 
de 

evaluaci6n A. terreus A. terreus Aureobaaidium Sf o 

ATCC 1012 NRRL 265 

8611doa 
recuperado a ++ ++ ++ 

Extracto 
rec11perado 
crudo + + +++ 

Preaencia 
de cUoage-
nina HCJGn 
C.G. + - +++ 

Tabla V .1.1. Comparaci6n cualitativa de laa cepas probadaa. 

1 In base a los reaultadoa mostrado• [lOr 101 microorga-

n19llO• •• elig16 al Aureobasidium •P como cepa de trabajo • 

........ ,· 
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fotograf!a v.1.1 • 

• ... 
• (~ 

' 
'J'1 •, 

Producto del Aaj,ergillus terreus ATCC 1012 

fotagrafia v.1.2. 

Producto del Aapergillus terreus NRRL 265 

fotografta V~ 1. 3. 

' .,. . ,., .. ~· ' .. ~ 

~---·--·- .. _.,. ' ... 

Producto del Aureobasidium sp (H-18) 
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V.2. Fermentaciones en 10 lt. 

En base al conocimiento adquirido sobre las condiciones 

de fermentaci6n de la harina de barbasco a nivel de matraz Fern 

bach con el·Aureobasidium sp , se dec1di5 escalar la fermenta­

ci6n a un volumen de 10 lt., con el fin de verificar los ren-

dimientos y·Jel comportamiento del microorganismo, ya que en el 

matraz Pernbach no pueden ser controlados algunos factores f!­

cilmente como lo son la agitaci6n, la aereaci6n y el pff; mien­

tra• que en una jarra de fermentaci6n se facilitan los regis­

tros y se controlan mejor dichos par&metros. 

Las condiciones conocidas del nivel rernbach son las -

siqientes: (22): 

Volumen de medio 

Harina de barbasco 

Tween-80 

Ineculo 

A9itaci6n 

pH inicial 

Tiempo de fermentaci6n 

Mreaci6n 

1.0 l. 

20.0 CJ 

0.2 \ (V/V) 

o .s U.de D.O./ml 

160,0 RPM (plataforma 
rotatoria) 

e.o (sin control duran-
te deaarrollo) 

7 dfaa 

sistema cerrado (relaci6n 
volw.n de aire/ volw.n 
de •dio) 

Las condiciones que se establecen a nivel de 10 lt. son 

lH siquientes: 



Volumen de medio 

Harina de barbasco 

Tween-80 

In6culo 

Agitaci6n 

pH 

tiempo de fermentaci6n 

Aereaci6n 

Esterilidad 

V.l. Elecci6n del pH. 

10 .. 0 lts. 

200.0 9 

0.2 % 

0.7 U,D.O./ml 

250 rpm (por turbina) 

8 (constante) 

7 dfas 

0.5 VVM 

Proceso esUril. 
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La elecci6n de un pH = 8 obedece a estudios previos 

realizados por nuestro grupo de trabajo, en loa cuales ae de• 

termin6 el pH de mayor actividad sobre saponinas y mayor pro• 

ducci6n de dioaqenina, encontrlndose que este pH era el 6pti• 

mo1 cabe aclarar, que el Aureobasidium !2 (H-18) tiene un am· 

plio marqen de pH en el cual puede crecer incluyendo eate va· 

lor. (22) 

V.4. Condiciones de aereaci6n. 

La aereaci6n se da exclusivamente porque el honqo crece 

en un medio aereobio; y el hecho de establecer un flujo de • 

aereaci6n de o.s VVM en las fermentaciones ea sulamente empl­

rico, quedando como punto de optimizaci6n posterior eate par! 

metroi ain embargo, la necesidad de aereaci6n a nivel de 10.0 
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litros se deduce de los experimentos a nivel Fernbach, en los 

cuales, la relaci6n de superficie de intercambio gaseoso -­

(volumen de aire/volumen de medio -inicial-) es mayor que en 

una jarra de 10.0 lts., por lo que la aereaci6n por burbujeo 

tiende a mantener esta relaci6n llamada Kl,/\ definida como 

"coeficiente de transferencia volum~trica de oxfqeno", el cual 

no es calculado en estos trabajos por estar fuera de los obj! 

tivos primarios del proyecto• 

v.s. Condiciones de aqitaci6n. 

La agitaci6n en el nivel de 10.0 lts. se estableci6 a 

250 rpm. empfricamente, tomando como base el criterio de •mi­

nima aqitaci6n suficiente para evitar la sedime:ntaci&l de s6 

lidos•, ya que el exceso de a9itaci6n tra~ consiqo una mayor 

evaporaci6n de aqua, acentuada ésta por el burbujeo de la ae­

reaci6n, lo cual no ea conveniente, pues altera las condicio- · 

nes de concentraci6n de sustrato e in6culo previamente esta­

blecidas. 

V.6. Efecto de la esterilidad previa. 

La importancia de la esterilizaci6n se justifica s6lo -

cuando es impresindible para obtener buenos resultados en un 

procesoi si no fuera por esto, no valdda la pena pensar en .... 

un qasto de esta naturaleza (calderas, lfneas de vapor, etc.); 

sobre todo, si se piensa en la posibilidad de llevar dicho -­

proceao a escala industrial. 
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~abla V.6.1. Efecto de la esterilidad previa. 

Par4metros de evaluaci6n Fermentaciones Fermentaciones 
No est~riles. EstAriles. 

F-7 F-8 F-9 F-10 

S6lidos recuperados. g 168.0 168.0 137.5 170.7 

inicial 200 g = 100\ (84') (84') ~68. 75t) (85.35t) 

Peso de residuos 9.1 9.1 7.56 9.8 
aceitosos g 

t de dios9enina, se9Gn 16.7 28.1 4S.33 SS.O 
C.G, (aproximado) 

x=22.• x•S-0.2 

Rendimiento ' 0.76 1.3 1. 71 2.8 

Producci6n de espuma ++++ ++++ ++ ++ 

Vi1cocidad aparente ++ ++ +++ +++ 
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Para verificar la influencia de la esterilidad se llev~ 

ron a cabo 4 fermentaciones a nivel de 10 l.J dos est~riles y 

dos no estériles. Las condiciones de no esterilidad consisten 

en utilizar todos los materiales y reactivos naturalmente; y 

la adici6n del in6culo sin precauciones de asepsia, En este 
' ' 

caso, se pudieron observar diferencias, tanto durante el pro­

ceso como en loa rendimientos entre las fermentaciones estdri 

le• y las no estfriles, 

Durante el proceso no estéril, se produjo una qran cant! 

dad de espuma que no era controlada f8cilmente con el anties­

pmnante 1 la consistencia de la suspensi6n de fermentaci6n di­

ferla entre procesosr en sus caracterlsticas orqanolfpticas 

particularmente en el color, olor y viscosidad aparente. Los 

aobrenadantes y los s6lidos del proceso no estlril, present! 

ron nenor cantidad de extractos que contenlan diosqenina; la 

cual a su vez, se encontraba en menor cantidad en comparaci6n 

con el proceso estfril, el cual presentaba durante su deaarr~ 

llo, una apariencia mas viscosa, con menos espuma y un olor y 

color caracterlaticosr ademas de esto, los rendimientos de -­

los extractos eran mayores, y el porciento de diosqenina rel! 

tivo aproxiJlado tambi'n era mayor que en el proceso no estfril. 

Para hacer las apreciaciones de los contenidos de diosq! 

nina en los extractos aceitosos, se mantuvieron condiciones 

iqualea en el tratamiento de las muestras, para que las can• 

paracionea, aunque no cuantitativas, fueran v&lidas; se hici! 

ron de la siquiente maneras La extracci6n en Soxhlet se llev6 

a cabo con pesos totales conocidos de los s6lidos recuperados 

durante tiempos igualesr los residuos acei• 
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tosos fueron obtenidos en las mismas condiciones de evaporaci6n¡ 

y finalmente fueron aforados a volumenes iguales para despu~s, 

a partir de estas diluciones representativas se cada fermenta­

ci6n, 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 cromatoqramas comparativos de las fermentaciones no 

estAriles (F-7 y F-8) y estAriles (F-9 y F-10) se utilizaron 

diferentes proqramas de aumento lineal de temperatura en el -

cromatoqrafo de gases a fin de obtener la mejor resoluci6n de 

las muestras, por lo que loa picos corre1pondientes a la dios­

qenina aparecen a tiempos de rentenci6n mis largos y diferentes 

entre a1. Se determinaron las composiciones porcentuales de -

cada muestra utilizando el procedimiento descrito en la sec­

c16n xv.12. (cramatoqramas V.6.1. al V.6.4.) 

Las fermentaciones F-7 y F-8 rinden menores proporciones . 

de diolgenina que las fermentacione1 F-9 y F-10 habi,ndose efe~ 

tuado las dos primeras de manera no eatar~l, y las dos Gltima1 

e1tfriles. 

La tabla V.6.1. muestra las diferencias observadas entre 

el proceso estaril y el no eat•ril. 

De estos resultados, se hizo evidente la necesidad de es­

terilizar el fermentador al inicio del proceso. 
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Cromatograma V.6.3 

... fi+: ... : .. ! ··: . __ : __ -··-t-·-:-'-¡ -1-'-1---l·-i-+-k>t++ 
1 :.: 1 1 : • ! '. :1: ... :.: ": :.: ....... . 

~ ~ t· ...... --· ... _ ... ···------->--~-.-:._¡__.__~.- -~-:. . 

. . !¡. . . , ..... -·- . ' l. : 

¡. ~ .. : 1 ¡; : ¡ 1 ! i 
·--~,....;. -·····-t--·-:._.__ ----~_;_ 

¡ : ,...... ~ . : : ; ; . . ' l ¡ ~ J 1 1 1 1 ! ¡ ¡ 
. .... . . : . . . ' ' ¡ l ' 1 1 ¡ ' 1 1 

i. !
1 

T ·: ; -: ... ll -:,- ·¡ f ~-- · rT'¡_ l_ -j- -~ . "i"' -
1¡-i· -¡-

1 . ..t.,.;~--·\ 
1

• : ~ 1 • : \ : ¡ 1 ! ! ; : 

IT.111, ¡·:-ti¡ .,. ¡rl ¡11 ·1 IH¡. 
" 1 ' j : i ~ 1 ' ! j J 1 1 i( ¡ 1 ' 1 : ¡ i . ; : ' 1 . 1 1 : 

1 l
it .~T .. , .. -¡T.-¡ ··;-t; Tll.- --·¡·· _,__1_ .--i- ,_._.1-1· 

1 f !! ; 1 1 1 ! i : 1 ¡ . 1 

~r;f : l ¡
1 

1 ¡ , : ¡ ! : 1,~ : i , , 1 
l J ; ·¡+ Tr ·r;·7· ~,,-;-¡-·:···t··-;-·-i-- m1 
! l.,..; _¡_,¡ : : 1 i : : f'-• '. 1 1 1 1 : ¡ ! 
rr¡* , 1' 1 1, : 1, ·:, , l I ·

1 
.1 

~ '1 . ; : j : : 1 l : . . 1 t 1 1 
·¡i'~-; rr ·l·-¡--·¡---¡·;-r- .. -:·i· ¡--·--,---¡-----1¡ 

. i 1 • 1 i 1 ¡ 1 ! l : ! i 1 l 1 1 

J.1 

·- ~1 ±.1._ _JJJ_ .. ~ __ j_l_ -L! . Jtl 1 
11:' 'I : 1 1 ¡' : : : 1 ¡ i J 1 j 
¡J¡' :¡ i 11~ :.'1 1 : ¡ l ---r·¡- - -- -.¡...... >- . 1 . -

1 ,! : i 1 ¡· i ! : : : ¡ 1 i.it ¡ 1 

_,,· ... - :¡ ' .. :. : .. -',-· ~-! .:. .: .:. ~~.~-r'· n' i ., ... -·1 ... 11 
., ' ! 1 ' 1 1 ' ·~ • • 1 1 

1 
'·1 ''J 1

:. IÁ'-4'' jt 
1 ·; J : 1 ' : ' : i " "' ! 1 ' 1 j ----1. -~- -j-'-. -'----- ,_,_ ----.. --:-+-a--
! ! ·¡ ; ; i ! 1 : : : : ¡ ! i : 1 1 1 : 
: ' . 1 ' : '. . ~' l : • ' . : : t· . ! .; 
; : j ! ' ~ < 1 • ' : ! ; ! 

... ;.; .. -7'.- :- - ·~¡.,;__-: · --.. ·- · --:•- ~-: .. of-7-L 
' ' •. 4¡ ; ' 

: : i; \ : ; : . ; ~· v.. ; i 
-:-rd:-1 \:. ...... ___ --·---- · · -r,, :·~,~, .-flt,. •"=;·-f1· 

Fermentaci6n F-9 estdrilr diosgenina = 45.3\ 



83 

Cromatograma V.G.4 . 
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V.7. Extracci6n de sobrenadantes. 

La extracci6n de los sobrenadantes tiene como objeto v~ 

rif icar la presencia de diosgenina en los l!quidos de la fer­

mentaci6n ¡ aunque de antemano sabernos que la diosgenin~ es muy 

poco soluble en agua. (28) 

Se llevaron a cabo extracciones de un volumen deter-

minado de cada fermentaci6n siguiendo la te'cnica de la. secci6n 

IV .10., 

En general se encontr6 de nada a muy poca diosgenina en 

los extractos acuosos1 cuyos residuos aceitosos en ningGn caso 

pesaron m4s de 5,0 g por lt. de aobrenadante, por lo que se -

consideraron estas fracciones acuosas despreciables, tomando -

en conaideraci6n el trabajo y el gasto que implicaban dichas 

extracciones¡ por esta razón, se orientan los esfuerzos a la 

bGaqueda y recuperaci6n de la diosgenina en la f racci6n de s~ 

lidoa, coincidiendo esto con lqs resultados de Rothrock (24) •. 
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V.B. Extracci6n de s6lidos. 

El fundamento de la extracci6n de s6lidos reside en la 

mayor probabilidad de encontrar a la diosgenina en estas frac 

cíones por ser muy poco soluble en agua.(24, 28). 

Se intentaron extracciones de ios s6lidos con varios -, .. 
solventes 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 

aolventes, por lo que ae deben usar solventes no polares como 

el n-hexano, n-heptano o eter de petroleo. 

Todas la• extracciones se llevaron a cabo como se ind~ 

ca en la secci&n IV •. 9. 

Como se puede ver en las foto9rafias v.a.1. a la v.a.s. 
en la extracci&n de los s6l1dos, \la diosgenina viene acompañ! 

da de tres compuestos menos polares que en algunos casos, por 

el tamaño relativo de las manchas, son tan importantes como -

la diosgenina. 

En estos extractos, la diosgenina tambifn viene acompa• 

ñada de por lo menos dos compuestos m&s polares pero en menor 

proporci6n, 

De estos compuestos que acompañan a la diosgenina, s&lo 

se conoce la identidad de uno de los compuestos m4s polares 

que ella; se trata de la penogenina,cuya mancha corresponde 

a la primera a la izquierda de la dioagenina en las fotogra• 

fhs. Esto se deduce de su Rf. que· corrcsponde~.al m~smo que el de 

la mancha de nuestro estándard,del cual sabemos que contiene 

penoqenina. 
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V.9. Purificaci6n por cromatograf!a en columna. 

Debido a la naturaleza de los residuos aceitosos obteni 

dos de las extracciones de s6lidos provenientes de las fermen 

taciones, en los cuales se observa la imposibilidad de crista 

lizar la diosgenina directamente, ya que ésta se encuentra -­

acompañada de varios compuestos en proporciones relativamente 

elevadas, ademas de la presencia de algunos aceites1 se deci­

di6 desarrollar un sistema de purificaci6n por cromatograf!a 

en columna, a fin de liberar a la diosgenina de los compuestos 

contaminantes. y poderla recuperar de la manera m4s pura posi­

ble. 

En los residuos provenientes de las fermentaciones, el 

porcentaje de diosgenina es menor que en los residuos de la -

hidr6lisis Acida1 como ejemplo tenemos, que el mAximo porcen­

taje obtenido de diosgenina en un residuo de fermentaci6n se 

alcanz6 en la fermentaci6n F-10 con un 5511 mientras que en-. 

101 re1iduo1 de la hidr6lisis Acida se lleg6 a encontrar hasta 

en un 90.41. (ver cromatogramas V.9.3. y V.6.4-b.). 

Se ensayaron varios sistemas de solventes, resultando -

el sistema descrito en la secci6n IV.13. el mas adecuado para 

purificar a la diosqenina a partir de los residuos aceitosos1 

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 cant! 

dad de la muestra. En este sentido, se pueden ver los resulta 

dos obtenidos en la purificaci6n de un residuo "-imple" como -

es el de la hidr6lisis 4cida, y los obtenidos de la purifica-
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ci6n de un residuo "complejo" como el de una fermentaci6n. -

(ver cromatogramas V.8.6., V.8.3. y V.B.4.). 

La cromatograf!a en columna de residuos de fermentaci6n 

que se presenta, se llev6 a cabo con los residuos de la fer­

mentaci6n F-6 en los cuales, la diosgenina se encontr6 en un 

48t, Despu6s de pasar por la columna y recristalizarse se lo­

gr6 aumentar su pureza hasta en un 85\. (ver cromatogramas 

V.9.1. y V.9.2.), 

Los mejores resultados del sistema de cromatograf!a en 

columna, se observaro~I al purificar los residuos "simples• 

de la hidr6lisis 4cida CH.A.) en los que originalmente se en­

contraba la diosgenina en un 90.4\. Despu6s de la purifica­

ci6n y la cristalizaci6n se logr6 aumentar su pureza hasta un 

99.9\. (Ver cromatogramas V.9.3. y V.9.4.)1 obteni6ndose un 

perfil de eluci6n muy aceptable en el que se puede apreciar 

la salida de compuestos menos polares que la diosgenina en 

las primeras fracciones; luego, la eluci6n gradual de la dio! 

genina y finalmente, la eluci6n de compuestos mas polares que 

la diosgenina. (Ver cromatogramas v,9,5-a al V.9.S-c.). 
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Cromatograma V.9.2, 
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Producto F-6 purificado: diosgenina= 85.Jt 
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eomatograma V.9.3. 
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Cromatograma V.9.4. 
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Producto H.A. purificado; diosqenina = 99.9 ' 
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Crornatograrna V.9.5-a. Perfil de eluci6n de la crornatogr! 

fta en columna de residuos de la hidr6lisis 4cida. 
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Cromatograma V.9.S-b. Continuaci6n del perfil de eluci6n. 
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Cromatograma V,9.5-c. Continuaci6n del perfil de eluci6n. 
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V.10. Cristalizaci6n 

La cristalizaci6n y recristalizaci6n se llevaron a cabo 

segQn se indica en las secciones IV.14. 

Para calcular el rendimiento de la cristalizaci6n se t~ , 

m6 como base el "rendimiento te6rico esperado" el cual se co-

noce a partir del contenido de diosqenina en los residuos 

aceitosos segdn demuestran las cromatografías de gases, As! 

en la hidr6lisis 4cida y en la hidr6lisis por enzimas se de­

termin6 de la siguiente manera: 

ffidr6lisia &cida: 

Se hidrolizaron 10 g de harina de barbasco que equiva­

len al 100\ de producto inicial, y se obtuvieron 0.4 g de re­

siduos aceitosos con un contenido de diosgenina seqdn cromat2 

grafta de gases de 90.4\, por lo que el contenido te6rico del 

residuo es: 

0.4 x 0.904 = 0,361 g de diosgenina (te6rico es­
perado de 
proceso) 

De aqut se calcula el rendimiento del procedimiento: 

10 q ---

0.161 q ---

100\ 
X\ 

Donde X resulta igual a 3.61\ 

que es el rendimiento global del procedimiento de hidr6lisis 

&cida. 

Despu6s de la purificaci6n por cromatografía en colum-
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na y la recristalizaci6n, se obtuvieron 0.254 g de cristales 

con un 99.99% de pureza según la cromatografta de gases ( p.f. 

200 - 203ºC), por lo que el contenido teórico es: 

0. 254 X 0. 9999 Q.:.11i g de diosgenina obtenidos 

De aqu1 se calcula el rendimiento de la cristalización 

y purificación: 

0.361 g .,...--- 100\ 

0.254 g - X\ 

Donde X resulta igual a 70.5 \ de rendimiento en 

la purificaci6n y recristalizaci6n. 

Para el caso de los residuos de fermentaci6n se expli­

can los resultados de la fermentaci6n F,6: 
' Se obtuvieron 12.83 g de residuos acltosos con un cont! 

nido de diosgenina se9dn cromatograf1a de qases de 48\, esto 

significa que el contendio te6rico del residuo esa 

12,83 x 0.48 • §.:.1...i. de diosqenina (te6rico esperado 
del procedimiento) 

de aqut se calcula el rendimiento del procedimiento: 

La fermentaci6n F.6 de llev6 a cabo con 200 q iniciales 

de harina de barbasco lo que equivale al 100\ 

200 g - 100\ 
6.2 g - X\ 

(diosgenina 
antes de 
purificar) 

X= h!,L 
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que es el rendimiento global del procedimiento de hidr6lisis 

enzim~tica. 

De los 12.83 g de residuos obtenidos de la fermentaci6n 

F-G se tomaron 3.5 g para purificar por cromatografía en co­

lumna, esto equivale a : 

3.5 g x 0.48 = ~ de díosgenina (te6rico esperado 
para la purifica­
ci6n y cristaliza­
ci6n). 

Despu6s de purificar por cromatografta en columna y 

cristalizar se obtuvieron 0,897 g de cristales con un 85.3 \ 

de pureza seqGn cromatoqrafta de gases (p.f. 190 - 193ºC), de 

aqut se.calcula el r~ndimiento en la purificaci6n y cristali• 

zaci6n: 

0.897 g x 0.853 = ~ g de dioaqenina 

S!: 1.68 g ~ 100\ (te6rico esperado a partir de los 3.Sq 
0.765 q ~X utilizados) 

Donde X resulta ier igual a !!:.!!, 
~ 

que es el rendimiento de la purificaci6n y cristalizaci6n. 

De estos resultados se puede comparar en primer lugar, 

los rendimientos entre los dos procedimientos (hidr6lisis le! 

da y enzimltica); y en segundo lugar los rendimientos de pur! 

ficaci6n y cristalizaci6n que muestran él efecto de la compl~ 

jidad del residuo en la eficiencia de los sistemas de purifi­

caci6n por cromatograf!a en columna y cristalizaci6n, lo cual 

se sumariza en la tabla (v.10.1.). 
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Tabla V.10.1. Diferencias entre los procedimientos de hidróli­
sis y purificaci6n de residuos de hidr6lisis ácida y enzimática. 

1 
H. A. F-6 

1 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. 90.4'6 48.0% 

Rendimiento t~orico 
3.6Ut 3.10,• del procedimiento. 

Peso del residuo por 
cromatografiar en 
columna~ 0.4 g 3.5 g 

Cantidad de cristales 
teOricamente esperado 0.361 g 1.68 g 

Peso de cristales 
obtenidos después de 
purif icaciOn y crista¡ 
lizaci6n. 0.254 9 0.897 9 

Pureza de los crist&l4s 
obtenidos. 99.9 ' 85.3 ' 

Punto de fusión. 200-20JºC 190-19JºC 

Rendimiento en la 
70.S ,t 45.5 '. purificaciOn. 

t • datos significativos 
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VI. Discusión. 

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 proceso fermentativo para la hi-
• 

dr6lisis de las saponinas del barbasco, en relación al proce-

dimiento de hidr6lisis ácida, los rendimientos, la calidad -

del producto, las dificultades, ventajas y beneficios de cada 

procedimiento. 

En los resultados finales encontramos que los rendimie~ 

tos globales de los procedimientos fermentativos y qutmicos 

antes de la purificaci6n no difieren grandemente entre st: -

ver cuadro v.10.1.: sin embargo existe la dificultad ·de la -

naturaleza compleja de los residuos de extracci6n de los s6-

lidos provenientes de la fermentaci6n, que origina una dismi­

nuci6n en el rendimiento y en la calidad del producto. 

Por lo anterior fuf 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 sucedta en menor proporci6n. 

Si analizamos las cromatograf1as v.a.1. a la v.a.s., -
podemos comprobar que la composici6n de los residuos es va-­

riable de fermentaci6n a fermentaci6n, al mismo tiempo que 

var1a la proporci6n de los componentes. De este modo vemos, 

que en la fermentaci6n F-6 (cromatografta V.8.1,) hay menos 

cantidad de los contaminantes1 mientras que en la fermenta­

ci6n F-9 (cromatografla V.B.4.) la presencia de dos compues-

tos menos polares es muy marcada. 
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A ra1z de las observaciones anteriores, relacionamos -

estos resultados con un cambio que present6 nuestra cepa de 

tarbajo, el H-18, la cual por algan motivo desconocido, emp~ 

z6 a manifestar un comportamiento morfol6gico inestable, por 

lo que probablemente haya dado or1gen a un cambio en su met! 

bolismo que condujo a la mayor producci6n de dichos compues-
1 

· tos, colaterales en relaci6n a la diosgenina en las ferment!. 

ciones. 

Ante este hecho, es necesario remarcar la necesidad de 

optimizar un sistema biol6qico estable que pueda permitir la 

hidr6lisis ·de las saponinas de una manera m&s espec!f ica y -

eficiente. 

La idea de optimizar un procedimiento biotecnol6gico P! 

ra la obtenci6n de diosgenina puede resultar en un trabajo -

que contemplarla las posibilidades de mejora en cada una de 

las diferentes etapas del procedimiento que podr!an describir 

se de la siguiente maneras 

I. Parte microbiol8qica. 

a) BGaqueda de cepas con mayor capacidad de produc­

de enzimas saponinollticas. 

b) mejoramiento de medios de cultivo, tal que inclu­

yan inductores de la s1ntesis de las enzimas saponinollticas. 

e) Comprobar posibles mejoras al combinar diferentes 

cepas de microorganismos productores de enzimas saponinollti-

cas. 

d) Mejoramiento de cepas por procedimientos diversos 

como la selecci6n de cepas mutantes, 
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II. Parte fermentativa. 

a) establecimiento de mejores condiciones en la 

materia prima (tamQño de parttcula, limpieza, calidad 

natural, etc.) 

b) Influencia de los adyuvantes del medio de ferment~ 

ci6n ( tensoactivos). 

c) calidad nutritiva del medio de fermentaci6n. (capa­

cidad de satisfacer los requerimientos del microorga­

nismo). 

d) condiciones de operaci6n (aereaci6n, agitaci6n,­

tiempo de fermentaci6n, etc.) 

III. Parte de extracci6n y pur1ficaci6n. 

a) Optimizaci6n del sistema de recuperaci6n de s6li­

·dos. 

b) Posibilidad de cristalizar directamente sin nece­

sidad de purificar por columna. 

Suponiendo que se encuentra el sistema biol69ico 6ptimo, 

queda la posibilidad de mejorar los sistemas de fermentaci6n, 

tanto con respecto al proceso como a otras etapas del proced~ 

miento, se pueden mencionar variantes como la naturaleza del 

sustrato,el cual bien podrta no ser la harina del barbasco 

como tal, sino que podria ser un extracto de saponinas enri­

quecido con los nutrientes espectficos del microorganismo, -

pu6s de esta manera se eliminartan los aceites y resinas que 

contiene el barbasco, los cuales en un momento dado, pueden 

ser or!gen de subproductos que complican la purif icaci6n de 

la diosgenina a partir de los caldos de fermentaci6n. Esto 

es ocnáderando que la purificaci6n de un producto a partir de 
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los medios de ferrnentaci6n es tin factor critico en muchos pr2 

cesos1 por lo cual puede ser de especial inter~s buscar la m~ 

nera,de reducir la complejidad de los sustratos a fin de sim­

plificar la recuperaci6n de los productos. 

A ratz de los resultados de este trabajo, ha nacido la -

inquietud de identificar a los compuestos que acompañan a la 

diosgenina despuAs de la fermentaci6n con el H-18, ya que ca­

be la posibilidad de que sean esteroides, y en tal caso ser4 

de gran interAs conocer su estructura qulmica y la relaci6n -

con la diosgenina como productos dtiles. 

En cuanto a las perspectivas de aplicaci6n industrial -

del procedimiento fermentativo, se puede decir que depende -

principalmente de las posibles ventajas econ6micas que pudi! 

ra ofrecer con respecto a los m•todos tradicionales de hidr~ 

lisis. 

Uno de los principales criterios de evaluaci6n de un -­

proceso e1 el rendimiento y la calidad del producto en rela­

ci6n al costo de producci6n1 en este sentido, la alternativa 

biotecnol~ica para la hidr6lisis de las saponinas del barba! 

co, en sustituci6n del m6todo tradicional, puede o no signif! 

car una posible reducci6n en loa costos de producci6n si nos 

basamos para esta determinaci6n,solamente en las apreciacio­

nes mas gruesas, tales como comparar lo que se podr1a 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 mas pro­

fundo que formalmente defina las posibilidades del proceso. 

~11·. -
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Este estudio se incluir!a o insertar!a en lo que se llama "e! 

tudio de factibilidad" y que requiere de la soluciOn de mu­

chos puntos entre los que figuran principalmente los siguien­

tes desde el punto de vista del proceso solamente: 

DescripciOn del proceso. 

DescripciOn de instalaciones, equipo y personal. 

Calificaci6n del diseño. 

Calif icaci6n de operaci6n. 

Costo total de inversi6n ftsica. 

Costo total de operaci6n y costos unitarios. 

Ademas de estos puntos existen muchos otros que deben 

ser determinados si se quisiera desarrollar y aplicar el pro­

ceso a nivel industrial. Por estos hechos, se puede decir que 

este trabajo experimental debe encuadrarse en una de las pr! 

meras etapas del desarrollo de un paquete tecnol6qicor es de­

cir, que solo es la idea blsica suceptible de optimizarse la 

que ae ha presentado. 
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VII. Conclusiones. 

De manera general se ha planteado, la alternativa biotecno-

16gica a un procedimiento qu!rnico; dicha alternativa aan re­

quiere de la opt.imizaci6n en !!luchas de las etapas del procedi­

miento, sobre todo en lo que se refiere al sistema biol6gico, 

que incluye las caracterlsticas morfol6gicas y bioqulmicas del 

microorganismo utilizado1 y los medios de cultivo y fennentaci6n 

a fin de presentarse en las mejores condiciones. 

Se ha hecho patente la posibilidad de utilizar el potencial 

bioqulmico de los microorganismos para llevar a cabo reaccio­

nes qufr.1icas por medio de sus enzimas de una manera que puede 

ser, seg11n las circunstancias, mas conveniente que algunos md­

todos tradicionales de transformaci6n qulmica '· pero que tam-­

bifn quedan algunos problemas por resolver, como pueden ser la 

facilidad de recuperaci6n del producto a partir de los medios 

de fermentaci6n y la eleccien de un microorganismo gendticame! 

te estable, altamente selectivo y eficiente en la hidr6lisis de 

1&1 Hponinas. 

En cuanto a la factibilidad de aplicacien industrial, queda 

mucho por hacer pa~a 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 incr.ementar la oferta de dioagenina en el mercado de 

materias primas de esteroides, tanto a nivel nacional como in­

ternacional, debe considerar que existe un panorama muy difl­

cil, pero que vale la pena intentarlo, sobre todo, por que se 
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tienen los medios suficientes desde el punto de vista "recursos" 

y que por lo pronto ser1a suficiente promover una buena adminis­

traci6n de ellos, puesto que la demanda de los productos esteroi 

des derivados de la diosgenina y productos similares, va en au-­

mento en funci6n de diversos factores ya mencionados, no tenien­

do aparentemente ningOn 11mite a mediano y largo plazo. 

Finalmente, es importante remarcar la necesidad del desarro­

llo tecnol69ico, tal que permita la producci6n y comercializa-­

ci6n a mayor escala de productos terminados o finales, pues te­

niendo la materia prima en cantidades suficientes, ae antoja P2 

aible la inteqraci6n de una poderosa industria de asteroides, -

capaz de competir ventajosamente a nivel internacional, contra­

yendo loa beneficios obvios a laeconomfa del pafs. 
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