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I. INTRODUCCION 

La industria esteroidal aexicana ha tenido gran auge 
desde 1949, cuando Russel E. Marker confind que las sapo
aeninas de rlantas podrlan transformarse ftcilaente en hor 
aonas sexuales de aaalferos. Marker inicid una ardua bGs
queda de plantas productoras de sapogeninas que lo conduJ! 
ron a varias partes de Estados Unidos y Mfxico. Aqu! en-
contrd diferentes especlaenes de Dioscoreas en el Edo. de 
Veracruz. Analizando estas encontrd, que la Diosgenina de 
las Dioscoreas aexicanas representaban la aateria priaa dp 
tiaa para la fabricacidn de hononas. 2 

Las dioscoreas aexicanas que se coaercializan coao -
aateria priaa son Dloscorea floribunda, Dloscorea spiculi
flora y Dioscorea coaposita, cuyo noabre genfrlco es el de 
barbasco. 1021 

Practlcaaente todo el barbasco que se ha venido util! 
zando desde el principio (1949) ha sido de origen silves--
tre.1'21 

Desde hace 25 aftos, tanto en Mexico coao en otros pa! 
ses, se iniciaron ensayos para doaesttcar la olanta en re
queftos lotes experiaentales. Se ha podido comprobar que -
el cultivo de la planta es tfcnica y econdmicamente via--
ble. 1 • 21 

En las condiciones actuales se puede contar con"" 
rendimiento de SO a 100 toneladas de barbasco fresco ror 



hectlrea de barbasco cultivado. En tfrainos de diosgenina, 

la producci8n por hectlrea se puede calcular entre 500 y 800 

11. por cosecha.• 

El rendiaiento del tub@rculo fresco a barbasco seco 

es de 221 para la D, co1111osita y de 331 para la D. floribun 

da. La concentraci8n proaedio de diosgenina es de 3.5 a 51 

en base seca para la D. co1111osita y de• a SI en base seca 

para la D. floribunda. 1 

Los conociaientos del cultivo y el procesaaiento del 

barbasco a la fecha no se pueden considerar concluidos, fal 

tando auchos probleus por resolverse. 

En este trabajo se tratd de inducir un auaento de la 

producci8n de diosgenina en el rizoma del barbasco, por m~ 

dio de reguladores bio18gicos. 
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11, ANTECEDENTES 

Debido a la enoTI1e deaanda aundial de sustancias est! 
roidales se han hecho estudios en plantas, tendientes a ae
jorar la producci8n de sus aetabolitos que pueden servir de 
alguna aanera coao aateria priaa para la obtenci8n de este
roides. 

El gtnero Dioscorea ha sido aapliaaente estudiado de! 
de 1936 por qu!aicos y bottnicos, ya que ciertas especies 
tienen uterias priaas ideales para la fabricaciGn de hora~ 
nas esteroides. Algunos de estos estudios se llevaron a C! 
bo con la finalidad de conocer el habitat de la planta. 
Otros con el prop8sito de aejorar la producci8n de los in
tenediarios esteroidales, se interesaron en encontrar los 
caainos biosintfticos que la planta eaplea en la elabora
ci8n de estas sustancias. 

Es as! coao se encuentra en la literatura una basta -
inforaacidn sobre plantas (y de sus respectivos componentes, 
rafz, tallo, hojas, tubtrculos etc.), cultivos de tejidos, 
sustancias precursoras, sustancias reguladoras del metabo-
lisao, sitios de sfntesls, transporte activo, almacenamien
to, degradacidn, etc. 

Para el presente trabajo se han seleccionado los est~ 
dios tendientes a mejorar y conocer la biosfntesis de metn
bolitos esteroidnles bojo diferentes metodologfns, 
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Tipo de estudios: 

1) Plantas 
2) Cultivo de tejidos 
3) Precursores 
4) Sitios de s!ntesis 
5) Transporte de aetabolitos 
6) Tubfrculo 
7) Degradaci5n de la diosgenina 

1) Plantas. 

Se han hecho estudios tendientes a aejorar la pr~ 
ducci5n de esteroides por la aplicaci5n de coapuestos que 
han aostrado ser sustancias re111ladoras del aetabolisao en 
las plantas. 

Estos estudios se han realizado en la semilla aadura, 1 

seailla en geninaci5n, 1 en plantas con diferentes estados 
de creciaiento, 11 • s•• y en partes de la planta.•• s •• 

En 1970 Hardaan, R. y Wood, c. N. 1 estudiaron los - · 
efectos de incubaci5n de partes de fruta y de seailla par-
cialaente desengrasadas, de Balanites orbicularis, con clo
rofenoxi-lcidos, obteniendose un increaento en la produc
ci6n de diosgenina y yamogenina superior a un 20\. 

Se vi6 que en este proceso el incremento en la produ~ 
ci5n de diosgenina es dependiente del tiempo, de la concen
traci6n y de la estrecha similitud de los fenoxidcldos con 
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su conocida actividad auxlnica. 

Encontraron tambifn que la mlxima producci6n de sapo
genina se observ6 cuando se aplic6 Z,4,S-triclorofenoxiacf
tico (2,4,S·T) en concentraciones de 2 x 10-4 a 2 x 10-6 M 
y los leidos 2,4-diclorofenoxiacftico (2,4-D) y p-clorofen~ 
xiacftico en concentracidn de 2 x 10- 6 M. 

Investigando el contenido de saponina, se demostr6 
que los fenoxilcidos incrementan la actividad de la sapona· 
sa enddgena durante la incubacidn. Ademas, experimentos 
con acetato-2- 14c, sugirieron que la produccidn de diosgeni 
na no fue causada por la bios!ntesis de la misma. 

Es posible que la ruptura de la pared celular bajo la 
influencia de compuestos auxfnicos, diera la liberacidn de 
la saponina enlazada y por lo tanto se auaente la produc--
cidn de sapogenina.' 

En 1971 estos mis110s autores, Hardun, R, y Wood, C. 
N. 1 germinaron semillas de Balanites orbicularis, observando 
que junto con este proceso, se incrementa la produccidn de 
diosgenina y yamogenina y se reduce el contenido del aceite 
del embri6n. La incorporacl6n de acetato 2- 14c y colest-4-
en-3-ona-4-14c indic6 que el incremento se debi6 a labio-
slntesis de sapogenina, P.l leido 2,4,S-T inhibid la germi
naci6n y previno la incorporacldn de los precursores marca
dos dentro de la sopogenlna, l.a incubaci6n proporciona una 
cantidad adicional de diosgenina (25-a-epfmero) principal·· 
mente, la cual se puede explicar por la llberacldn del mat~ 
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rial pre-existente enlazado, En contraste se encontre, que 
la germinaci8n involucra la stntesis de yaaogenina (25·8· 
epfmero), y esta sfntesis si es sensible al fenoxilcido, 
La yamogenina adicional pudo haber sido sintetizada de nuevo 
o a partir de diosgenina vta de la sapogenina 6 25 <27 > 

Los efectos de la clorofenil tiotrietil amina (CPTA) 
sobre el increaento en el contenido de esteroides, protefnas 
y pipentos en trigo c,v, Hfrcules, fueron exaainados por 
Lier, J. B. y Lacroix, L. J. en 1974, 17 por aspersi8n del -
compuesto en plantas en diferentes estados de creciaiento, 
Se obtuvieron 8ptimos resultados de la utilizaciGn del coa
puesto en trigo, cuando la aplicaciGn se lleve a cabo en -
una concentraciGn de 40 onzas por acre, en pllntulas de una 
semana despues de florecer. 

En 1973 Geuns, J, M. C, y Vendrig, J, C. 1 realizaron 
un trabajo que muestra el control hormonal de la biosfntesis 
de esteroles en Phaseolus aureus¡ para ello utilizaron sec
ciones de hipocGtilos de habichuelas de 1, 3 y S cm y enco! 
traron que el leido naftalenlcetico (ANA) incrementa el CO! 
tenido de esteroles, principalaente en las secciones de la 
zona del crecimiento de elongaciGn, mientras que no hay es· 
timulaci8n significativa en tejidos de hipoc8tilos de 3 Y 

5 cm. 

Para 1976 estos autores y otros, en este mismo siste
ma' de hipoc8tilos de habichuelas de Phaseolus !!..!!!!!!!• con
cluyen tambi~n, que hay una alta proporci8n en la biosfnte
sis de esteroles en tejidos de crecimiento activo, mientras 
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que, en tejidos mis viejos, la s!ntesis de esteroles es dis
minuida por un bloqueo despu6s de la sfntesis de cicloarte
nol y que el envejecimiento estt aconpaftado por un incremen
to de la proporci6n de st1aasterol/sitosterol, lo cual re
fleja una alteraci6n en las propiedades de la meabrana, 

2) Cultivo de tejidos. 

La diosgenina se ha aislado principalmente de los 
tuberculos de Dioscoreas; sin embargo, ya se encuentran es• 
tablecidos cultivos de tejidos de este y de otros generos 
de plantas, que contienen cantidades apreciables de esteroi 
des. 

Kaul, B. y Staba, J., 11 en 1968, describieron que cul
tivos de tejidos en suspensi6n y esttticos diferenciados y 

no diferenciados de Dioscorea deltoidea Wall, crecidos en 
el aedio de Murashige y Skoog, (utilizado taabi8n en tabaco) 
con y sin 2,4-D respectivaaente, producen diosgenina. Los 
tejidos no diferenciados producen la diosgenina en cantida· 
des significativas (aprox, 1\), mientras que, cultivos con 
tejidos diferenciados, producen solamente trazas, Este es
tudio sugiere que el sistema de cultivo de tejidos puede·· 
ser utilizado para la producci6n de diosgenina, 

Stohs, S. J., Kaul, B. y Staba, E, J,, 25 en 1969, ob• 
servaron en un cultivo en suspensi6n de celulas no diferen
ciadas de Dioscorea deltoides, que el colesterol marcado 
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4.14c y 26- 14c se convierte en diosgenina aarcada, adeals de 
incorporarse en otros esteroles¡ y que la proporci&n de dios
genina incorporada es mayor que en sisteaas anteriormente re
portados. 

Cultivos diferenciados (rafees) producen solamente tra• 
zas de diosgenina, Coaparlndolos con las cantidades signifi
cativas obtenidas en los cultivos no diferenciados y teniendo 
evidencias de que en estos dltimos hay un uyor ndaero de ai
tocondrias, los autores dan una posible explicaci&n de esta 
diferencia, ya que las aitocondrias estan fntiaaaente relaci~ 
nadas con la biosfntesis de esteroles en plantas, 25 

Los cultivos de callos derivados de las seaillas germi
nadas de Dioscorea ~ Makino, retienen la habilidad de 
sintetizar diosgenina en un aedio de cultivo, durante un aflo, 
en un periodo siailar al de las seaillas en estado de laten· 
cia (Yutaka, T,, Uoaori, A. y Minato, H,, 1969). 17 

En un estudio de 16 seaanas con cultivos de callos no 
diferenciados de Dioscorea deltoidea, llevado a cabo por 
Kaul et al, 11 en 1969, se produjo aayor cantidad de diosge
nina en la presencia de 0.1 ppa de Z,4-D que en su ausen
cia. Los cultivos en suspensi&n no diferenciados produje
ron alrededor de 1.6 \ de diosgenina en 56 dfas, despues de 
lo cual decrece gradualmente, mientras que el mAximo creci-
miento celular fue registrado entre los 14 y 21 dfas. El s~ 
ministro inicial y pausado de varios niveles de colesterol 
(10 a 100 mg/matraz) sobre cultivos en suspensi&n deDioscorea 
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deltoidca, no produce alteracien significativa en el peso e! 
lular seco. El suministro lento del colesterol alimentado 
(10 a 100 mg/matraz), estimule la produccien de diosgenina 
al d8cimo dfa de incubacien, mientras que, el suministro ini 
cial Onico, cause inhibicien. El grado de estimulacien en. 
la produccien de diosgenina fue mis grande a niveles mas al· 
tos de colesterol (100 mg/aatraz). Las celulas cosechadas a 
los cuarenta y dos dfas, se pueden comparar con aquellas al! 
mentadas pausadamente con los niveles mis bajos de coleste· 
rol (10 mg/matraz) y cosechadas a los veintiOn dfas. Una. 
concentracien alta (0.5 \) de un extracto de levadura propor 
cione una mayor induccien de diosgenina por gramo en peso S! 
co, pero este efecto se nulifica porque se reduce el creci
aiento celular, 

Una concentracien de 0.1 ppm, de 2,4·D o siaazina, fu! 
ron eptius para el crecimiento y la produccien de diosgeni· 
na. El leido asc6rbico actue como inhibidor tanto para el 
creciaiento celular como para la produccien de dios1enina en 
todos los niveles (10 a 100 mg/Ratraz) examinados. 11 

VlgOjfalvi, D., Mardti, T., y retenyi, P., en 1970, 11 

aislaron diosgenina de cultivo de callos de Solanua 
laciniatua, en cantidades id8nticas a las plantas de campo. 

Heble, M. R., et al. 11 analizaron cultivos de tejidos 
de S0lanU11 xanthocarpum que previamente habfan mostrado ser 
capaces de sintetizar solasodina, 8-sitosterol y diosgenina 
y los sujetaron a la influencia de diferentes hormonas de · 
plantas tales como 2,4-D (que sirve como control), Acldo 3· 
indol-3-acético (A.I.A.), Acido indol butfrico (A.I.B,), e! 

• 9 . 



netina y actdo giberflico (GA3), aplicandolas por separado y 
en combinaciones; encontraron que es evidente que los tejidos 
en crecimiento activo, en un cultivo, son influenciados por 
las auxinas, cinetinas y el GA3 en su potencial biosfntetico, 
ademas.es posible que ciertas funciones sean reducidas o si~ 
plificadas bajo las condiciones de cultivo, aientras que -
otras son enaltecidas, coao lo muestra la ausencia de solas~ 
dina y el aumento de diosgenina con la aplicaci8n exdgena de 
AJA o AJB en el medio. 

Para 1974 Stohs, S, J., Sabatka, J, J, y Roseaberg, • 
H. 1 •, 1 • incubaron cultivos en suspensi8n de Dioscorea • 
deltoidea con sitosterol marcado y encontraron que este se 
incorporaba en disogenina en una proporci8n considerable; -
ademas establecen que el C-23 no se involucra en esta trans
formaci8n y que la primera etapa en la ciclizacidn de la ca
dena lateral del esterol es la oxigenacidn en el C-26, 

Taabifn en cultivos de tejidos en suspensidn de· 
Dioscorea deltoidea, Jo. G, Marshall y Staba John E,, 11 en 
1975, probaron los efectos hormonales sobre la biostntesis, 
de horaonas coao 2,4-D., AIB, isopentilodenina (IPA) y ben· 
ziladenina (BA), por separado y en combinacidn encontrando· 
que medios con 2,4·D favorecen ~as frecuentemente la produ~ 
cidn de diosgenino, mientras que altos concentraciones de -
BA y GA son tdxicas. 

Meses mffs tnrde estos autores descrihieron 11 los efe~ 
tos Je otras hormonas naturales y sint~ticns tales como ATA, 
AIB, BA, 6(y, y-Jimetilnmino) purino y 2,4-D sobre la pr~ 

• 1 O -



duccidn de diosgenina en cultivos en suspensidn de Dioscorea 
deltoidea. Las hol'llonas se coabinaron y se probaron a cua
tro concentraciones diferentes, El mayor creciaiento y la 
mejor produccidn de diosgenina (0.59 - 0.95 1 por peso seco 
despues de 3 semanas) se obtuvo con 0.1 mg/lt de Z,4-D en 
el aedio. Se identificaron adeaas de la diosgenina, sitost~ 
rol, estipasterol y campesterol. 

En cultivos de callos de Dioscorea deltoidea, H. c. 
Chaturvedi y s. N. Srivastava' describieron que en subculti 
vos de estos tejidos a partir de tuberculos, se obtuvieron 
callos no diferenciados. Los callos aislados peraanecen no 
diferenciados cuando se utiliza 1 ag/lt de 2,4-D d 0,25 
ag/lt de AJA con 0.25 mg ~e cinetina en un aedio supleaenta
do con 1g/lt de aioinositol, Adeaas reportan que se desarr~ 
llan nuaerosas raices cuando los callos se transplantan y se 
eliaina el 2,4-D, o si la concentracidn de AJA se incrementa 
a 0.5 ag/lt. La concentracidn de sapogenina cristalina fue 
de 0,682 \ en tejidos no diferenciados y de 0,567 \ en teji
dos diferenciados. 

3) Precursores. 

El conocimiento de las sustancias precursoras en 
la biosfntesis de esteroides es importante para poder Inten
tar un control en la produccldn de estos compuestos. 

Heftmann, Rennett y Ronner, 12 establecieron en 1960, 
la incorporacldn de acetato radioactivo en diosgenina, aun
que la mayorfa de este acetato es convertido en otros pro-
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duetos por tub8rculos de Dioscorea, 

En 1963 Bennett, R. D,, et al, 1 estudiando la bioslnt! 
sis de esteroles y sapoaeninas en Dioscorea splculiflora, -
trataron plantas con acetato y aevelonato •arcados y anali
zaron los productos de slntesis en rafz y tallo, encontrando 
que si hay una relacidn secuencial en la bioslntesis de 8-s! 
tosterol y estigaasterol, este dltiao es foraado por deshi
drogenacidn de sitosterol en la cadena lateral, Por las al
tas actividades especificas de colesterol junto con las pe
queftas cantidades presentes suaieren que puede ser un precu! 
sor de las sapoaeninas, Taabifn encontraron que la diosaen! 
na y la yaaogenina son formadas a partir de un aisao precur
sor. 

Graebe.,J. E,' incorpore aevalonato z- 14c aarcado en 
laureno, escualeno y fitoeno, usando un sisteaa de c81ulas 
libres de frutos jdvenes de chtcharo, y afiru que el escua
leno es un producto comdn del leido aevaldnico en aniaales, 
plantas superiores y aicroorganisaos, En este trabajo seco! 
cluye que los requerimientos necesarios para la bioslntesis -
de escualeno para una 8ptiaa producci8n son 3 111M de ATP con 
25 11M de piruvato de fosfoenol, mis de IZ nM de Mg c1 2, lmM 
de MnC1 2 y un pH de 6.5-7.S, Ademls Graebe establece que el 
camino de sfntesis de lsoprenoides en plantas permite la for
maci6n de esteroides a partir del escualeno,' 

En un hla,aeneizadode hojos de Dioscorea floribunda se· 
incub6 1 • uno soponina esteroldol de cadena abierto (furosta
nol f) y se vi6 que Esta se convertfn en diosclna, que por 
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hidr6lisis daba dio~genina pura. Este experiaento y otros a~ 
teriores de los autores, Joly, A. R. et al., deaostraron que 
la biosfntesis de dioscina en Dioscorea floribunda es a par
tir del colesterol vra el furostanol I. 

Stohs, s. J., Kaul, B. y Stab• E. J., 11 en un cultivo 
de cflulas en suspensión no diferenciadas de Dioscorea deltoi 
dea, encontraron que dos tipos de colesterol, uno aarcado en 
el C-Z6 y el otro •arcado en el C-4, eran incorporados a la -
110lfcula de diosaenina y por ser aabos aetabolizados en cant! 
dades casi iauales los autores su1ieren que toda la aolfcula 
de colesterol esta involucrada en la biosfntesis de la sapos! 
nina. 

En 1973, Geuns, M.C. y Vendrir,,. c.• encontraron que 
el leido naftalenacftico (ANA) increaenta considerablemente 
la proporción de estipasterol/sitosterol, despufs de haber -
incubado hipocótilos de 1 ca. de lonsitud de Phaseolus !!!!!!!!.• 
lo que su1lere que existe una etapa coadn, antes de la foraa
ci6n de estos esteroides, y que ademis es influenciada por la 
presencia del ANA. Tambifn se observa que el ANA aumenta el 
contenido de esteroles de esta planta y el increRento de esta 
slntesis puede ser explicado por una estimulada proporción de 
conversión de cicloartenol (CA) en esteroles, 

Otros autores, en 1974, 1 "' 11 encontraron que el sitost! 
rol marcado se incorpora en diosRenlna en cultivos en suspen
sión de Dioscorea deltoides. 

4) Sitios de sfntesis, 

l,os sitios de sfntesls de esteroldes se han estudi! 



do a diferentes niveles, a nivel de Or1anos en la planta• y 
a nivel de or1anelos en la celula, 21 

Existen varios trabajos sobre este tema sin embar10 
sOlo aencionareaos aquellos que tratan de esteroides y par 
ticulanente de la dios1enina. 

En 1963 Bennett, R. D. y colaboradores• indicaron que 
los sisteaas de vlsta1os de Dioscorea spiculiflora particu· 
lanente son los sitios de stntesis de esteroides y que el 
.. terial sintetizado es rlpiduente transportado a los tu
bfrculos. 

Resultados obtenidos 11 en cflulas en suspensiOn de· 
Dioscorea deltoidea, de los anllisis cualitativos y cuanti· 
tativos de esteroles y sapo1eninas en la fona libre y 1li
costdica, asociados con cada fracciOn subcelular, su1ieren 
que los sitios de aayor aetabolisao y alaacenaaiento de co
lesterol en Dioscorea deltoidea son las fracciones aitoco! 
driales, aicrosomales y citopllsaicas, y que gran parte de 
este colesterol es transfonado en diosgenina y otros este· 
roides. 

S) Transporte de Metabolitos. 

El transporte de metabolitos esteroidales dentro 
de la planta ha sido poco estudiado, 

F.n 1963, Bennett y colaboradores• observaron que lo 
actividad biosfntetica de los vdstagos es la mds alta cuan· 
do compara la lncorporacldn del leido mevaldnlco dentro de 
los lfpldos de este sistema, y ni encontrar que los cnntld! 
des de todos los esteroldes es mas bajo que en los tub6rcu· 
los suiieren que In hlosfntesls de esteroldes es mayor en los 



vastaaos, pero que el sintetizado es rapidaaente transportado 
al tub8rculo. 

6) Tubtrculo, 

Se han llevado a cabo estudios realizados en tuber 
culos de Dioscoreas, 

Heftaann, Bennett y Bonner, en 1960, 11 se interesaron 
por estudiar la biosfntesis de esteroides a partir del acet! 
to vfa acido •val6nico y en estos estudios utilizaron tubf! 
culos de Dioscoreas por ser este afnero rico en diosgenina, 

Figura No, 1 

Dividieron un tubfrculo de Dioscorea florlbunda on se~ 
clones, se10n la fi1ura No. 1, l,a lncuhaclftn de cada una de 
las partes aostrft que habtan diferencias significativas en el 
contenido de dlos1enlna y en la actividad hloslntftlcn, siendo 



la porci8n cercana al vasta10 la aas rica en dios1enina. La 
incorporaci8n de acetato de sodio 1- 14c en dios1enina por la 
parte .. s baja es aenor que en el caso de las otras porcio•• 
nes, por lo que estudios de la biosfntesis de esteroides se 
llevan a cabo con hoao1eneizados de tub6rculo. 

Estudios realizados con estos hoao1eneizados deauestran 
la incorporaci8n de acetato de sodio radioactivo en dios1eni
na. 

Un estudio reciente de las saponinas de ratz de p~
!!! floribunda 11 auestra que la hidr81isis acida die dios1en! 
na coao la dnica sapoaenina, encontrando adeaas que esta se 
encuentra foniando parte de cinco 1lic8sidos diferentes, los 
cuales se identificaron aapliaaente. 

Rozanski A, 11 1972, propone un a8todo simplificado de 
extracci8n de dios1enina de tub8rculos de Dioscorea y su de
terainaci8n por Croaato1rafta 1as•ltquido, 

7) De1radaci8n de la dios1enina, 

La de1radaci8n de dios1enina se ha manifestado pri~ 
cipalaente en los procesos de extracci8n por hidr8lisis aci· 
da. Este efecto presenta grandes problemas en la evaluaci8n 
cuali y cuantitativa de la sapo1enina por lo que se ha trat! 
do de evitar por varios mftodos. Algunos productos de la d~ 
gradaci8n ya han sido identificados. 

• 16 • 



B. D, R,, Et al,, 1 encontraron en 1963, que la deshi• 
dratacidn de sapogeninas a 4 1 ' 1 dienos, bajo condiciones 
leidas, presenta un probleaa en los estudios cuantitativos y 

se puede disainuir su foraacidn por el uso de una capa de be~ 
ceno con la cual las sapogeninas son extratdas cuando las sa
poninas son hidrolizadas. 

Hardaan, R., 11 en 197Z,encontrd que la feraentacidn de 
cuotes antes de la hidrdlisis reduce la foraacidn del dieno 
y sugiere adeids que el proceso podrta liberar la diosgenina 
del glicdsido alaacenado, 

En una obtencidn colldn de diosaenina, 11 utilizando HCl, 
sepida por la extraccidn con CHC1 3 se identificd al ZS·&· 
spirosta-3,5-dieno coao artefacto del procediaiento de hidr~ 
lisis. Los autores de este trabajo investigan las condicio
nes de hidrdlisis para ainiaizar la produccidn del dieno y a~ 
aentar la produccidn de diosgenina, Las condiciones que en· 
contraron son calentar a reflujo el tejido seco durante Z h~ 
ras con icido clorhfdrico al ZOI. 
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IIJ, PARTE EIPERIMEMTAL QUINICA 

3.1 Condiciones Generales. 

Los espectros de Infrarrojo (IR) se detel'llinaron en un 
espectrofotlllletro Perkin•Elaer 337, en pellcula los llquidos 
y en pastilla los s8lido1, Las absorciones en IR se expresan 
en ca" 1• 

Los espectros de Resonancia Na1nftica Nuclear (RNN) de 
los coapuestos se detel'llinaron en un aparato Yarian T-60, ut! 
lizando cloroformo deuterado (CDC13) coao disolvente, a aenos 
que se especifique otro, Se utiliza Tetraaetil-Silano (TMS) 
coao referencia interna, Los desplazaaientos qulaicos se ex
presan en partes por ai118n (ppa), La descripci8n de los es
pectros se hizo de la si1uiente aanera: s•sinplete, d•dobl! 
te, t•triplete, q•cuartete y •••ultiplete. Las constantes 
de acoplaaiento (J) se dan en ciclos por sepndos (cps). 

La crouto1rafla en capa fina, tanto para control coao 
para purificaci8n se hizo utilizando Gel de Silice GF,254 
Nerck. 

Los puntos de fusi8n se detel'llinaron en un aparato· • 
Fischer-Johns, y se reportaron los valores sin correcci8n. 

- 18 • 



3,2 Sfntesis de Biorre1uladores empleados, 

Sfntesis dei Cloruro de p·fluorobenzonto de 
2-etil·N,N-dietilaaonio. (1G) 

METODO (A) 

En un utraz de 2 bocas de 250 al, provisto de un con· 
densador en posician de reflujo proteaido con tropa de clo"!! 
ro de calcio y un eabudo de adician, se colocaron 5 1 • 
{0.042 aoles) de Z·dietilaainoetanol disueltos en SO al de· 
benceno y se adicionaron lentaaente y con aaitacian 7.45 1 
(0.047 •oles) de cloruro de p·fluoro-benzoflo, disueltos en 
50 al de benceno, Se agita por 4 horas y desputs se calenta 
a reflujo por 45 ainutos. Al terminar, la aezcla se filtra 
y el precipitado se lava con hexano, En la recristalizacian 
del producto se utiliza acetato de etilo coao disolvente, que 
al enfriarse produjo cristales blancos de cloruro de para· 
fluorobenzoato de 2 etil·N,N-dietilaaonio, con punto de fu·· 
sian de 11s-111•c, (5.45 1). La concentracian de las a1uas 
aadres produjo una cantidad adicional de producto (3,85 g}, 
El rendiaiento total calculado fue de 87,42\, 

La caracterizactan del producto por su espectro de IR 
presenta las sisuientes bandas: 3020 d (v. C·H Ar), 2970, 
2900 d (v. C·H de aetilos), 2920, 2870 d (v. C-H de CH2 ali· 
fltico), 2640 m (v. H-N cuaternorlo), 1740 f (v. C•O ester), 
1600 f (v. C•C Ar), 1270 f (v, C·O·C ester asim,), 1100 f (v. 
C·O·C ester sía.), 770 f (v, para sust, Ar.), 
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La caracterizacien del producto por su espectro de RNN 
presente las si¡uientes seftales: 1,45 pp• (t, J•7,0 cps, 
·CH2·CH3), 3,30 ppa (q, J•7,0 cps, N·CH2·CH3), 3.52 ppa (t, 

J•5,5 cps, O-CH2·CH2·N), 4,89 PP• (t, J•5.5 cps, O·CH2·CH2·N), 

7.09•8,21 ppa C•, H-Ar), 

Si1uiendo el aetodo CA) se hicieron todas las si¡uientes 
reacciones de esterificaci8n: 

Sfntesis de: Cloruro de •·broao-benzoato de 2•etil-N,N
dietilaaonio. (ZG). 

Se colocaron 5 1, de 2-dietiluinoetanol (0,0427 aoles), 
disueltos en 25 al de benceno y se adicionaron 10,321 (0,047 
aoles) de cloruro de •·broaobenzoilo, disueltos en 25 al de·· 
benceno. Se aalte durante 60 horas y se calento a reflujo por 
30 ainutos, Al terminar, la aezcla se filtre y el precipitado 
se recristaliz8 de etanol, obteniendose cristales blancos de -
cloruro de •·broaobenzoato 
to de fusien de 181-182•c, 
62.46 1 que corresponden a 

de 2-etil·N,N·dietilaaonio, con pu! 
El rendiaiento calculado fue de --

8,97 g del producto recristalizado, 

La caracterizacien del producto por su espectro de IR -
presente las siguientes bandas: 3020 d {v. C-H Ar), 2960, 
2890 d {v. C·H CH3), 2920, 2870 d {v. C·H de CH2 alifltico), -

2620 f (v. H·N cuaternario), 1735 f (v. C•O ester), 1600 d {v. 
C•C Ar), 1250 f (v. C·O·C ester nsim.), 1130 f (v, C-0-C ester 
sía.), 745 m (v. m-sust, Ar). 

l.a carocterlzaci6n del producto por RMN present6 los 51-

RUientes senales: 1,42 ppm (t, .J•7,0 cps, -c11 2 -c1t3), 3,27 ppm 
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(q, J•7.0 cps, N,CH2-CH3), 3.48 ppa (t, J•5.S cps, O-at2,CH2·N) 
~.90 PP• (t, J•S.I"cps, O-CH2·CH2·N), 7.29-8.20 ppa C•, H:rr). 

Se prepare la aaina libre del acido clorhtdrico, para o~ 
tener su espectro de RMN y caracterizar aejor el producto. La 
RNN de la amina presenta las siguientes seftales: 1.14 ppa (t, 
J•7.S cps, ·CH2·CH3), 2.70 PP• (q, J•7.5 cps, ·CH2·CH3), 2.90 

ppa (t, J•6.75 cps, -CH2-cH2-N), 4.49 ppa (t, J•6.75 cps, -o

CH2-CH2·N), 7.32-8.32 ppa (•, H-Ar). 

Sfatesis de: Cloruro de 1-naftoilato de 2-etil•N,N
dietilaaonio. (3G). 

Se colocaron S g de 2-dietilaainoetanol (0.0427 aoles), 
disueltos en 75 al de benceno, y se adicionaron 8.95 g (0.047 
aoles) de cloruro de 1-naftoilo, disueltos en 100 al de bence
no. Se a1it6 por 18 horas y se calente a reflujo por 35 minu
tos. Al terminar, la aezcla se filtre y el precipitado se re
cristaliz6 2 veces de aetanol-fter. Se obtuvieron 2.96 1 de 
cloruro de 1-naftoilato de 2-etil-N,N·dietilamonio, coao cri~· 
tales blancos de punto de fusi6n de 161-16Z•c, teaperatura a -
la que sublima. La concentraci6n de las aguas madres di6 una 
cantidad adicional de producto (2.90 g). F.l rendimiento total 
calculado ful de 44,9 \. 

El espectro de IR present6 las siguientes bandas: 3030 
d (v. C-H Ar), 2960, 2890 d (v. C-H de CH3), 2920, 2860 d (v. 
C-H de CH2), 2650 m (v. H-N cuaternario), 1710 f (v. C•O 
ester), 1600 d(v. C•C Ar), 1235 f (v. C·O-C ester nsim.), 1130 
f (v. e-o-e e~ter si".), 



El espectro de RMN 110strO las si1uientes seftales: 1,40 
PP• (t, J•7,0 cps, CHz·CH3), 3.Z8 ppa (q, J•7,0 cps, N·CH2· 

CH3), 3,57 PP• (t, J•5,5 cps, ·CH2·0l2·N), 4.95 ppa (t, J•S.S 

cps, o-cH2-CH2), 7.46-9,02 (•, H·Ar), 

Stntesis de: Cloruro de Z-naftoilato de 2-etil-N,N
dietilaaonio. (4G). 

Se colocaron 5 1 (0,0427 aoles) de 2-dietilaainoetanol, 
disueltos en 70 al de fter etllico, y se adicionaron 8,951 
(0.047 110les) de cloruro de Z naftollo, disueltos en 125 al 
de eter. Se calentO a reflujo por 45 ainutos y se a1itO por 
12 horas a teaperetura aabiente, Al terainar, la aezcla se -
filtra y el precipitado se lavO con 150 al' de eter, De este 
precipitado se cristaliza solaaente la parte soluble en aeta-
nol. El producto se cristaliza 2 veces de aetanol-eter y se 
obtuvieron 5.67 1 de cloruro de 2-naftoilato de 2-etil-N,N-di! 
tilaaonio con punto de fusian de 165-166•c. La concentracian 
de las a1uas aadres produjo una cantidad adicional de producto 
(4.55 g). El rendiaiento total calculado fue de 77,81 \, 

La caracterizacian del producto por su especto de IR pr! 
senta las siguientes bandas: 3020 d (v. C-H Ar), 2950, Z880 d 
(v. C-H de CH3), 2900, zsso d(v, C-H de CH2 alifttico), 2600 m 
(v. H-N cuaternario), 1720 f (v. C•O ester), 1620 d (v. C•C 
Ar), 1280 f (v. e-o-e ester asim.), 

La caracterizacian del producto por su espectro do RMN 
present6 las siguientes sellolos: 1,49 ppm (t, .J•7.0 cps, C112• 
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CH3l, 3.31 PP• (q, J•7.0 cps, N•Olz•CH3l, 3.55 ppa (t, J•5.5 

cps, CHz·CHz·N), 4.98 PP• (t, J•5.5 cps, ·O·CHz·CHzl, 7.67-

8.05 ppa (a, tt•Ar), 8.73 ppa (s, tt•Ar). 

Sfntesis de: Cloruro de crotonilato de Z-etil·N,N-dieti! 
aaonio, (5G). 

Se colocaron 6.16 g (0,0526 aoles) de 2-dietiluinoeta• 
nol, disueltos en 50 al de benceno seco, y se le adicionaron 
5 g (0.0478 moles) de cloruro de crotonilo disueltos en 100 al 
de benceno. Se agite por 12 horas y se calente a reflujo por 
45 ainutos. Al terminar, la aezcla se filtre y el precipitado 
se cristalize primero de acetato de etilo y despufs de Z veces 
de aetanol-fter. En la recristalizacien se obtuvieron 2.88 g 
del cloruro de crotonilato de 2-etil·N,N-dietilaaonio, con PU!!. 
to de fusien de 99.1oz•c. De las asuas aadres se obtuvo una 
cantidad adicional (3.88 g) de producto iapuro. El rendiaien· 
to total calculado fuf de 63,72 \. 

La caracterizacien del producto por su espectro de IR 
presente las siguientes bandas: 2950 d (v, C-H de CH3), 2910, 

2860 d (v. C·H de CH2 alifltico), 2630 • (v. H·N cuaternario), 

1725 f (v. C•O ester), 1650 m (v. C•C), 1170 f (v. C-O·C es· 
ter), 

La caracterizaci6n del producto por su espectro de RMN 
mostr6 las siguientes sellales: l.5Z ppm (t, .J•7.0 cps, CH 2· 

CH3), 1.99 pp• (dd, .J•3.0 cps y .J•7.5 cps, CH 3-CH•Clf), 3.37 

ppm (q, J•7.0 cps, Ctt3·CH2), 3,51 ppm (t, ,1•4,5 cps, •N·CJl2-m2 
O), 4.78 pplll (t, J•4,S cp5, N·Clf2·Cll2·0), 6,0 ppm (qd, J•3.0 
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cps y J•l5.0 cps, •CO•f!!•CH•CH3), 7.19 ppa (qd, J•7.5 cps y 

J•l5,0 cps, ·CO•CH•CH·CH3). 

Preparacidn de: Cloruro de 2,4·diclorofenoxiacetilo. 
(interaediario). 

En un aatraz de 2 bocas de 1000 al, provisto de un cond! 
sador en posicidn de reflujo protegido con traapa de cloruro 
de calcio anhidro y un eabudo de adicidn, se colocaron 100 g 
(0.4524 aoles) de leido 2,4-diclorofenoxiac8tico suspendidos en 
500 al de CHC13 se adicionaron lentamente y con agitacidn 
65.68 al de cloruro de tionilo (107,59 g que corresponden a --
0,904 aoles) disueltos en 250 ml de CHC1 3 y se aantuvo en ca
lentaaiento a reflujo por 48 horas para que la reaccidn se CO! 

pletara, observlndose la desaparicidn del precipitado, Al ter 
minar, la mezcla se evapord en el rotavapor y despues se lavd 
3 veces con voluaenes de 125 ml cada uno de CHC1 3 eliminando -
el disolvente en rotavapor, El residuo obtenido fue un lfqui· 
do cafe que se destil6 bajo presidn reducida, recogiendo la -
fraccidn que destila a 120ºC y 1,1 11m de mercurio, obteniendo• 
se un lfquido incoloro, 

La cantidad de producto obtenido fue de 96,16 g que co·· 
rresponde a un rendimiento de 88,721, 

Sfntesis de: Cloruro de 2,4-dlclorofenoxlacotilato de 2· 
etil·N,N-dietilamonio, (7G). 

Se colocaron 2,22 g (0,0189 moles) de 2·dletilaminootanol, 
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disueltos en 75 •1 de cloToforao, y se adtcionaTon 5 1 (0,0208 
aoles) de cloruTo de 2,4•dicloTofenoxtacetilo, disueltos en 
100 al de CHCI 3• Se agite poT 24 hoTas y se calent6 a Teflujo 
por 3 horas hasta desaparicien del pTecipitado, Al terainaT, 
la aezcla se filtT6 y el pTecipitado se TecTistalizd de aeta-
nol-@teT, Se obtuvieron 5.74 g (84,921 de Tendiaiento) de·· 
cTistales blancos de cloTUTo de 2,4-dicloTofenoxiacetilato de 
2-etil·N,N-dietilaaonio, con punto de fusien de 139·14t•c. 

La caracteTizacidn del producto poT su espectTo de IR 
presente las siguientes bandas: 3040 d (v. C-H AT), 2960, 
2870 d (v. C·H de CH3), 2930, 2855 d (v. C·H de CH2), 2610 a 
(v. H·N cuateTnaTio), 1745 f (v. C•O esteT), 1260 f (v. e-o
c ester asim.), 1070 f (v, e-o-e esteT sia,). 

La caracteTizacidn del pToducto por su espectTo de RMM 
presente las siguientes seftales: 1,37 ppa (t, J•7,5 cps, 
·CHz·CH3), 3.28 PP• (q, J•7.5 cps, ·CH2·CH3), 3.51 ppa (t, J• 

5,25 cps, -CHz·CHz·N), 4,65 PP• (t, J•S,25 cps, ·O·CHz·CHz·N), 

5.05 ppm (s, ·0-CHz·C•O), 7,18-7.49 PP• {•, ~-Ar). 

Preparacidn de: Cloruro de 2,4,5•triclorofenoxiacetilo 
(intermediario). 

En un aatraz de 2 bocas de 250 mi, provisto de un conde~ 
sador en posicidn de reflujo protegido con trampa de cloruTo de 
calcfo anhfdro y un embudo de adieten, se colocaron 10 g 
(0.03918 moles) de dcido 2,4,5-triclorofenoxiac@tico, suspendl 
dosen 100 mi de cloroformo, y se adicionaron lentamente y con 
agitacien S.S34 ml (0.07827 moles) de cloruTo de tionilo disue! 
tos en 7S mi de CHCl 3, Se mantuvo en calentamiento a reflujo 
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por Z4 horas hasta que desaparecid el precipitado. Al termi
nar, la •ezcla se evapord en el rotavapor y despufs se lav6 3 
veces con volumenes de 75 ml cada uno de hexano eliminando el 
disolvente tambifn en rotavapor. El precipitado se cristaliz6 
rtpida•ente de hexano, Se obtuvieron cristales blancos de clo 
ruro de Z,4,5-triclorofenoxiacetilo, con punto de fusidn de 
58-61"C, La cantidad obtenida fue de 8.48 g con un rendimien
to calculado de 93,Z8 l. 

Slntesis de: Cloruro de Z,4,5-triclorofenoxiacetilato 
de Z-etil-N,N•dietilamonio. (BG). 

Se colocaron 7.5 g (0,0273 moles) de cloruro del Acido 
Z,4,5-triclorofenoxiacftico, disueltos en 100 ml de clorofor
mo, y se adicionaron 3.18 g (0.02717 moles) de Z•dietilamino
etanol disueltos en SO ml de cloroformo. Se agitd durante S 
dfas y se calentd a reflujo por 24 horas. Al terminar, la -
mezcla se evapor6 en el rotavapor y el precipitado se recris
taliz6 dos veces de metanol-fter, Se obtuvieron cristales -
blancos de cloruro de Z,4,5-triclorofenoxiacetilato de 2-etil 
-N,N-dietilaaonio, con punto de fusidn de 159·162"C. El ren
dimiento calculado fue de 51,521, que corresponden a Z.45 g 
del producto recristalizado y 3.0Z g de producto adicional que 
se encontraba en las aguas madres, 

La caracterizacidn del producto por su espectro de IR 
present6 las siguientes bandas: 2975, 2885 d (v. C-H de CH3), 
2940, 2860 d (v. C-H de CH 2 olifdtico), 2635 m (v. H-N cuate! 
nario), 1775 f (v. C•O ester), 1595 d (v. anillo aromdtlco e! 



queleto). 1415 f (v, C•C Ar). 1116 f (v, e-o-e ester asta,) • • 
1096 f (v, e-o-e ester sta.), 

La caracterizaci8n del producto por RNN presente las si• 
pientes selales1 1,35 ppa (t 0 J•l,O cps, -CH2-CH3). 3.13 ppa 

(q. J•9,0 cps, N•Cllz·CH3). 3,30 ppa (t, J•6.0 cps. -CH2-at2•N). 

4,70 ppa (t. J•6,o cps. o-ca2-CH2). 4,92 ppa (s, -o-at2•COO), 

7.27-7.51 ppa C•. !·Ar). 





IV. PARTE EXPERIMENTAL IIOLOGICA 

4.1 Condiciones Generales, 

Aparatos: 

La crouto1raf!a de aases se llevd a cabo en un-·
croutd1rafo de aases Perkin-Elaer, aodelo 3920, Se utiliza
ron 2 colu11111s diferentes, por lo que ea cada auestra se espe
cifica la coluana empleada (Ver Procesaaieato de auestras). 
Las col1111J1as fueron: Coluana de vidrio de 6 pies de loaaitud, 
1/8 de pulaada de diaaetro con fase liquida OV•17 al 3 \ con -
soporte CCQ de ulla 100/120 y la coluana de 6 pies de lon1i-
tud de 1/8 de pulaada de di .. etro con fase liquida OV·101 al 
3 1 con soporte WAW DNCS de aalla 80/100, 

El aas acarreador fue nitrdaeno con un flujo de 30 al/ 
•in. 

El detector utilizado fuf de ionizacidn de flaaa FID con 
1as hídrd1eno a 1.5 K1/ca2 y aire a 3,5 l1/ca2• 

La temperatura de la coluana, del inyector y de la inter 
fase se especifican para cada muestra. (Ver Procesaaiento de -
muestras). 

La velocidad de lo carta del 1raficador fuf de 12 pulga
das por hora. 

· 28 · 



El disolvente utilizado ful Kileno. 

Las curvas de calibracidn se prepararon utilizando aez 
clas de S~·colestan-3·8•ol (p, f. 141.5·14Z•c) e- st•n· 
dard interno y dios1cnina (p. f. 204-Z07•c). Cada una de 
ellas auestra un solo pico en la croutc1raffa de 1ases. 

CUculos: 

La deterainacidn de dios1enina se llevd a cabo inyec
tando por duplicado 2 ul del eztracto Kil@nico proveniente de 
la hidrdlisis eztraccidn de cada muestra y calculando el pr~ 
aedio de las proporciones de las treas o de las alturas (A) 
de los picos. 

El contenido de dios1enina del tub@rculo seco se cale! 
ld usaado la fdraula: 21 

\ Dios1enina• __ A~·-ª-
b 

• 100 

donde,..,., es la usa del lltlndard interno; "•z" es la aasa -

del barbasco seco; "a" es la interseccidn de la curva de ca
libracidn con el eje "Y", por dlti110 "b" es la pendiente de 
la curva de calibracidn. 

A los porcentajes de dios1enina de las auestras trata
das por los aftodos (H), (1), (J) y (K) se les hicieron anl
lisis estadlsticos utilizando la dlstrlhucldn "t de Student". 



El valor de "t" se calcuUI aediaate la fdl'IIUla, 

t• r - T. a 

( ;x • ;) 1 /2 (-r:_1_~a....-_n .. x n-:-·-:-:-.,-~2 ... , .. J._·_n ... lL-Y_._z_) 1/2 

Grados de Libertad: ª• • n., • 2 

donde: Xi• x1, x2., •• ,, In 

nx 
r-~ r: xi 

nx i •1 

,. ! n., 
ny E yj 

j •1 

Los c•lculos se hicieron para 6•0 

El valor que se obtuvo de "t" se coapard en las tablas 
de dlstribucldn de "t" y se observd el porcentaje de confia· 
bilidad de que las muestras son diferentes dol control. 



Los porcentajes de confiabilidad se indican de la si·· 
piente unen: 

• 
•• 

••• 
•••• 

••••• 
•••••• 

< 
,. 
< 

,. 
< 

< 
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4.Z Mftodos Aplicados. 

Mftodo (A) 

Trataaiento (A). 

Una rebanada de tejido fresco de rizoaa de barbasco con 
cascara se colocd en un cristalizador de 400 al y se adicion! 
ron 10 al de solucidn acuosa del coapuesto a probar, en una -
concentracidn de 1000 ppa y se dejd en reposo durante 7 dlas. 
Los compuestos probados fueron los ndaeros 1 y 2 por duplica
do (Ver Fi1ura No. 2)~ Al finalizar, la rebanada de caaote 
se retird de la solucidn y se secd en la estufa entre 100 y 

103•c durante 4 horas. El caaote seco, con cascara, se aolid 
en un aortero hasta tener un polvo fino. 

Hidrdlisis-Extraccidn (A). 

En un aatraz de SO al se colocd una cantidad pesada de 
barbasco finamente molido, una cantidad conocida de So-coles
tan-3-S-ol, 8 ml de xileno y 8 ml de acido clorhfdrico 3 N. 
(Ver pdg. S4). El matraz provisto de un refrigerante de aire 
se calent6 a reflujo con agitacidn magnftica vigorosa durante 
4 horas. 

Al terminar el calentamiento n reflujo, In mezcla se -
JrJ6 enfriar y se Jecnnt6 In soluc16n xilfnicn, In cunl, sr · 
nn3Jiz~ rn el cromnt6grnfo de goses. 21 



Figura No, Z 

Antlisis por croaatografla de gases (A), 

Se inyectaron por duplicado Z aicrolitos (~l) del extra~ 
to xilfnico de cada auestra en el croutG1rafo de gases, con 
las condiciones necesarias (Ver pdg, 54), 

La curva de calibraciGn se obtiene preparando, indivi-· 
dualmente, cuatro soluciones standard que contienen S, 10, 15 

d 20 mg de diosgenina y S mg del standard interno en 6 mi de 
xileno respectivamente. Se inyectan por duplicado Z ~l de·· 
cada solucidn, 

Por triangulacidn se calcularon las dreas de los picos 
de diosgenino y del colestonol y se obtuvieron los promedios 
de la~ proporciones de los treas (diosgenina/colestonol) que 
se groficoron contra tos promedios de las proporciones de los 
ma~as. 
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Mftodo (B) 

a) An•lisis del tejido: 

Trataaiento (B). 

Una rebanada de tejido fresco de rizoaa de barbasco 
con c•scara, se coloc6 en un cristalizador de 400 al con 10 -
al de soluci6n acuosa con una concentraci6n de 1000 ppa del 
coapuesto No. 1 y 100 ag de Benoail. (Ver Figura No. Z). Se 
dej6 en reposo durante 8 dfas. Al finalizar, el tejido ser! 
tir6 de la soluci6n y se lave con 75 al de agua para quitar 
el hongo formado, se sec6 a la estufa entre 100 y 1os•c dura! 
te 4 horas. El caaote seco con c•scara, se aoli6 en aortero 
hasta tener un polvo fino, 

La Hidr61isis•Extracci6n y el anllisis croaatogr•fico -
se realizaron de la aisaa foru que el Mftodo (A), (Ver p•g. 
SS y 56). 

b) An•lisis de la soluci6n acuosa. 

La soluci6n acuosa y las aguas de lavado de las ··· 
muestras de tejido tratadas segdn el mftodo (B) se juntaron y 

se extrajeron con xileno. 

En un embudo de separaci6n de ZSO mi se colocaron In s~ 
luci6n acuosa y las aguas de lavado de cado muestro y se trn
taron con un volumen igunl de xlleno, que se emulsiono, 

A la soluci6n xilEnico se le odlclon6 unn cantidad 
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conocida de 5~-colestan-3-8-ol (Ver ptg. SS) y se analiz6 por 
croaatografla de gases de la misma aanera que en el Mftodo 
(A), 

Mftodo (C) 

Trataaiento (C) 

Caaote de barbasco floribunda, de la regi6n de Tapachula 
(Chiapas), se sembr6 en macetas y se aantuvo en el Invernadero 
de la Divisi6n de Estudios de Posgrado (D.E.Pg), de la Facultad 
de Qulmica, hasta que la planta tuvo una foliaci6n frondosa, 

Sobre las plantas se aplicaron, por roclo, 25 al de sol~ 
ci6n acuosa de los compuestos a probar en una concentraci6n de 
5000 pp•, con una pequefta cantidad de Ingsawet Ot-72 como agen
te humectante. Los compuestos probados fueron los nGaeros 1 y 

2. 

A la planta se le hicieron cortes de camote peri6dicame! 
te. El camote cortado se sec6 a la estufa entre 100 y 1os•c 

hasta que estuvo completamente seco, El camote, con ciscara, 
se moli6 en mortero hasta tener un polvo fino. 

Hidr61isis-Extracci6n (C). 

En un matraz hola de SO mi se coloc6 una cantidad pesada 
del harhasco finamente molido, se aftadieron 8 6 4 mi de unn so· 
luci6n de Sa-colestan-3·8-ol de concentracl6n conocido en xile· 
nt> y 8 6 ~ 111 de soluc 16n de IICl :rn (ver rll11inns 5(, a 59). Al 
111otraz ~e le coloc6 un refri11ernnte de aire )' se calcmto a reflujo 



con agitaci6n aagnftica vigorosa durante 4 horas, Al terminar 
el reflujo la mezcla se dej6 enfriar, se centrifugo y se deca~ 
t6 la soluci6n xilfnica, la cual se analiz6 en el cromat61rafo 
de gases de la misma foma que en el Mftodo (A) (Ver paginas 
56 a 59). 

Mftodo (D) 

Trataaiento. (D). 

Se tomaron hojas y tallos por separado de barbasco flor! 
hunda de las plantas sin trataaiento, seabradas en uceta en 
la D. E. Ps. Tanto las hojas coao los tallos se secaron en la 
estufa entre 100 y 105•c y se •olieron en aortero. 

La Hidr6lisis·Extracci6n de las muestras se llev6 a cabo 
segdn el Mftodo {C) (Ver pag. 60). 

Analisis por Croaato1raffa de Gases (D). 

Se inyectaron por duplicado Z µ1 del extracto xilfnico 
de cada muestra. 

La curva de calibraci6n se obtuvo preparando individual· 
mente tres soluciones st4ndard que contentan to, 25 6 35 mg 
de diosgenina y 10 mg del stdndard interno en 6 mi de xileno, 
respectivamente. 

Con las alturas de los picos de Jlosgenlna y del colest~ 
n~l se obtuvieron los promedios de !ns proporciones de In altu 
ra del pico de dlosgenina, entre In nlturn del pico de colesta 
no!, que se Rrafic6 contra los promedios Je lns proporciones 
de la,; ,nasas. 
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La deteninaclen de dios1enina de las auestras se lleve 
a cabo inyectando por duplicado Z ul del extracto xilfnico de 
cada auestra y calculando el promedio de las proporciones de 
las alturas, el cual es directaaente proporcional al contenido 
de dios1enina. 

Nftodo (E) 

Trataaiento (E). 

Un trozo de barbasco floribunda je la resten de Tapachu 
la, Chiapas, que se encontraba refri1•rado, se corte en reba-
nadas. 

En cuatro diferentes cristalizadores se coloce una reb!. 
nada de tejido con c•scara sobre papel filtro coao lo muestra 
la fisura nCiaero 3 y se adicionaron sobre el fondo del crista
lizador, ZO al de diferentes soluciones, aencionadas a continu!. 
cien. 

En un cristalizador se adicionaron ZO al de a1ua; en -
otro se colocaron 20 al de solucien del coapuesto No. 2 en una 
concentraci6n de 1000 ppa (estos ensayos se repitieron poste
rioraente por duplicado en otro 1rupo de muestras); en otro 
cristalizador se colocaron 20 al de soluci6n de Sulfito de So
dio (Na 2so3¡ ~n un concentraci6n de SO ppm; y en el dltimo se 

adicionaron 20 mi de soluci6n del coapuesto No. 2 en una con
centraci6n de 1000 ppm con SO ppm de Na 2so3• 

Los cristalizadores se taparon y se dejaron en reposo 
durante 12 dfas. Al tenninnr, coda rebanado se coloc6 en uno 
cojo Petri y se sec6 a la estufo entre 100 y 1os•c, hnsto que 



estuviera coapletaaente seca. Todo el camote se aoli6 en ªºt 
tero para tener un polvo fino. 

Figura No, 3 

La Hidr6lisis-Extracci6n de las auestras se lleva a cabo 
de la aisaa foraa que el Metodo (C} y la Croaatografla de ga
ses segCin el Metodo (D} (Ver p•gs. 60 y 62}, 

Metodo (F) 

Trataaiento (F) 

Un trozo de barbasco floribunda de lo regi6n de Tapachu· 
la, Chiapas, que se encontraba refriRerado, se cort6 en reban! 
das. Cada rebanada se cort6 en trozos y estos trozos se moli~ 
ron en mortero hasta desmenuzar el ca"ote. 

F.n cuatro diferentes matraces erlenmeyer de SO mi, se 
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depositan partes isuales del caaote aolido y se les adicionaron 
20 •1 de diferentes soluciones, quedando en suspensten coao se 
auestra en la Fisura No. 4, 

._ __ M./lfflll 

Fisura No, 4 

A uno de los aatraces se le adicionaron 20 al de aaua; 
en otro se colocaron 20 ml de soluci8n del co11puesto No. 2 •· 
{estos ensayos se repitieron posterioniente por duplicado en 
otro srupo de auestas); en otro matraz se adicionaron 20 al de 
soluci8n del coapuesto ndaero 2 en una concentraci8n de 1000 
ppa con SO ppm de Na 2so3 y en el dltimo se adicionaron ZO ml 
de soluci8n de Na 2so3 en una concentraci8n de SO ppa. 

Los matraces se taparon y se dejaron en reposo durante 
12 dfas. Al terminar, cada una de las mezclas se colocaron en 
una caja Petri y se secaron a la estufa entre 100 y 1os•c, ha! 
ta que estuvieron secas completamente. Todo el residuo sera! 
pe de la caja y se molieron en mortero hasta obtener un polvo 
fino. 
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La Hidr61isis-Extracci6n de las auestras se llev6 a cabo 
de la aisaa unera que en el Nftodo (C) v la Croaatografla de 
Gases segdn el Nftodo CD) (Ver plgs, 60 a 62). 

Mftodo (G) 

Trataaiento (G). 

A una sola auestra se le aplica este trataaiento. Un 
trozo de barbasco refri¡erado se seca en la estufa entre 100 
y 1os•c, hasta que el caaote estuvo coapletaaente seco se ao-
116 en aortero y se obtuvo un polvo fino, 

Hidr61isis-Extracci6n (G). 

El polvo de barbasco se pesa y la Hidralisis-Extraccian 
de la auestra se realiza segdn el Mftodo (C), reflujando dura! 
te 91 horas con agitaci6n vigorosa. Al teninar el reflujo, 
la aezcla se deja enfriar, se centrifugo y se decanta la solu
cian xilfnica, la cual se analiza por Croaatografla de gases 
segdn el Nftodo (D) (Ver pl1,62 y 63). 

Mftodo (H) 

Tratamiento CH), 

A varios pedazos de camote refrigerado se les quit6 la 
ciscara, se cortaron, se picaron en trocitos pequeftlsimos Y 

se Juntaron, 

• 47 • 



Los trocitos se revolvieron y la aezcla se fraccione en 
varias partes, cada una de aproxtudaaente 2 graaos. Cada par 
te se aolte en 110rtero hasta que el barbasco se desaenuze. 

En un aatraz Erlenaeyer de 50 •1 se coloce el barbasco 
desmenuzado con 20 al de la solucien del coapuesto a probar. 
Cada compuesto se probe por duplicado en una concentracien de 
2500 ppa durante 12 dlas coao lo auesta la Figura No. 4. 

Los coapuestos aplicados por duplicado fueron: Compues
to No. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 13, 14, 19, 20, 22, 24, 1G, 
2G, 3G, 4G y 5G. 

El aatraz se tape y la aezcla se vacie en una caja Petrt 
y se sec6 a la estufa entre 100 y 105•c hasta que quede un re
siduo se11do. 

El residuo s6lido se rasp6 de la caja y se aoli6 en mor
tero hasta tener un polvo fino, 

Hidr6lisis•Extraccien (H), 

La Hidrelisis-Extracci6n de las auestras se realiz6 de 
la aisu aanera que en el Mftodo (C), variando solaaente el -
tieapo de reflujo a 5 horas y sin agitaci6n aa1nftica (Ver P! 
ginas 63 a 68), 

El anilisis por cromatograffa de 1ases se realiz6 segOn 
el Mftodo (D) (Ver piginas 63 a 68), 
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Nftodo (I) 

A varios trozos de caaotes de Dioscorea floribunda refri
gerado se les quit6 la c•scara y se cortaron en pedazos. Los 
pedazos de barbasco se aolieron con hielo en la licuadora en -
una proporci6n de 10 g de agua por cada 2 g de barbasco. La 
aezcla del cuote con hielo se dividi6 en 42 partes iguales. 

En un aatraz Erlenaeyer de SO al se colocaron 10 al de -
soluci6n del coapuesto a probar en una concentraci6n al doble 
de la deseada y cada una de las partes de aezcla que contienen 
aproziudaaente 2 g de barbasco y 10 al de agua fria, Cada 
coapuesto se prob6 por duplicado a 2 tiempos diferentes, 

Los Compuestos Aplicados son: 

Compuesto Concentraci6n de Concentraci6n de la 
No. la soluci6n soluci6n al adicio-

narla 

2S 4 PP• 2 PJl'I 
26 4 ppa 2 ppa 
27 2000 ppa 1000 ppa 

21 4 PP• 2 PP• 
29 4 ppm 2 ppll 
30 4 PP• z ppm 
31 4 PPIII z ppll 
32 4 PP• Z ppm 
33 4 ppll z ppll 
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El aatraz con la aezcla se dej6 reposar durante 1 6 7 
dlas. Al terminar este tinpo la aezcla se vaci6 coapletaaen
te a un aatraz bola de SO al con junta 24/40 y se sec6 a la 
estufa entre 95 y 1oo•c durante toda una noche hasta que qued6 
un residuo s6lido, 

Hidr6lisis-Extracci6n (I), 

Al aatraz con el barbasco seco previaaente pesado, se le 
adicionaron 4 al de soluci6n xiltnica de Sa-colestan-3-8-ol de 
concentraci6n conocida, (Ver pass. 68 a 72) y 4 al de soluci6n 
de HCl 3N, Al aatraz se le adapt6 un refriaerante de aire y se 
calent6 a reflujo con agitaci6n vigorosa durante 4 horas. Al 
teniinar el reflujo la aezcla se dej6 enfriar, se centr1fug6 y 
se decant6 la soluci6n xilfnica, la cual se analiz8 en el cro
aat6grafo de 1ases segdn el Mftodo (D) (Ver plginas 68 a 72 ), 

M6todo (J) 

Tratamiento (J), 

Se utilizaron varios camotes de barbasco floribunda re
frigerado, se les quit6 la ciscara y se cortaron en pedazos, 
Los pedazos de barbasco se molieron con hielo en la licuadora 
en una proporci6n de 12 g de hielo por cada 2 g de barbasco. 
Esta mezcla se fraccion6 en 35 partes aproximadamente iguales, 

En cada matraz Erlenmeyer de SO ml se colocaron cada una 
de las partes que contenfon aproximadamente 2 gramos de barbas
co y 12 ml de agua y se adicionaron 8 ml de una soluci6n del 
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coapuesto a probar, Cada compuesto se probe por quintuplicado 
y a continuacien se menciona la concentracien de las solucio· 
nes. 

Los coapuestos aplicados por este aetodo fueron: 

Coapuesto No. 

25 
26 

27 
28 
29 

Concentracien 
de la solucien 

5 PP• 
5 PP• 

2500 PP• 
5 ppa 

5 PP• 

Concentracien de la 
solucien al adicionar· 
la a la mezcla. 

2 PP• 
2 PP• 

1000 ppa 

2 PPIII 
2 ppa 

Los aatraces con las mezclas se dejaron reposar durante 
4 dtas. Al finalizar el tieapo las mezclas se vacfaron cada 
una de ellas a un matraz de bola de SO e 100 ml con junta 
24/40, previamente pesado, y se secaron a la estufa entre 95 y 

1oo•c durante toda una noche hasta que quede un residuo selido 
que se pes& y se hidroliz&. 

Hidrelisis-Extraccien (J), 

El residuo s&lido que quede en cada uno de los matraces 
de bola se pes& por diferencia y se les adicionaron HCl 3 N Y 

soluci6n de s~-colestan-3·8-ol en xileno (de concentraci6n 850 
mg/1) a raz&n de 4 mi de xileno y 4 ml de dcido por cado 300 
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ag de residuo s6lido, A los aatraces se les adapt6 un refri-
gerante de aire y se calentaron a reflujo por 4 horas. Al ter 
ainar el reflujo las aezclas se dejaron enfriar, se centrifug! 
ron y se decanta la soluci6n xilfnica, la cual se analiz6 por 
croaatograffa de gases segdn el Mftodo (D) (Ver ptginas 72 a 
74). 

Metodo (K) 

Trataaiento (K) 

Se utilizaron Yarios caaotes de Dioscorea floribunda re
frigerado, se les quit6 la cascara y se cortaron en pedazos; 
los pedazos de barbasco se aolieron con hielo en la licuadora 
en una proporci6n de 10 graaos de hielo por cada 2 graaos de 
barbasco. Esta aezcla se fraccione en 65 partes aproxiaadue~ 
te iguales. 

En cada aatraz Erlenaeyer de 50 al se colocaron 10 al de 
soluci6n del coapuesto a probar en una concentraci6n conocida 
y se adicion6 cada una de las partes que contienen aproxiaada
aente 2 graaos de barbasco y 10 al de agua. Cada coapuesto se 
prob6 por quintuplicado, 
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Los coapuestos probados por este aftodo fueron: 

Compuesto No, Concentraci4n de la Concentraci4n de la 
solucilSn soluci4n al adicionar 

la aezcla 

2 ll 10- 2 M ll 10- 2 M 

z ll 10- 3 M ll 10· 3 M 

2 ll 10· 4 M ll 10·4 M 

3 2 ll 10" 2 M x 10·2 ~ 

3 2 x 10· 3 M ll 10·3 M 

3 2 x 10·4 N ll 10·4 M 

14 2 ll 10· 2 M ll 10· 2 N 

14 2 x 10· 3 M ll 10· 3 M 

14 2 ll 10· 4 M ll 10·4 M 

24 2 x 10-z M X 10·2 M 

24 2 X 10· 3 M X 10" 3 M 

·24 z ll 10· 4 M X 10"4 M 

Los aatraces con las aezclas se dejaron reposar durante 
4 dfas, Al finalizar este tieapo las aezclas se vaciaron cada 
una da ellas a un matraz de bola de SO 4 100 ml con junta 
24/40, previaaente pesado, y se secaron a la estufa entre 95 y 

1oo•c durante toda una noche hasta que quede un residuo seiido 
que se pese y se hidrelize se1Gn el M4!todo (,J). F.l anUisis 
cromato1r•fico se realize se1dn el Mftodo (D) (Ver pd1inas 74 
a 77). 
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4.3 Procesaaiento de Muestras, 

Muestras No. 1 a 6 

El caaote utilizado ful barbasco floribunda. con •• 
ciscara, en rebanadas. 

A todas las auestras se les aplice el Mltodo (A), (Trat! 
atento, Hidr8lisis-Extraccien y Anllisis Croaato1rlfico), Las 
auestras 5 y 6 se utilizaron coao controles, 

La col111111a utilizada en la croutoaraffa de 1ases ful la 
OV-17·3 l. 

Muestra Coapuesto Barbasco Colestanol 
No. No. •a •a 

1 1 0.3987 15 
2 2 0.5370 15 
3 2 0.6000 15 
4 1 0.6000 15 
s e 0,4904 15 
6 e 0.6000 15 

Observaciones: Todas las auestras presentaron honao Y 
mal olor, adeals de que se resecaron. 

Los valores de los porcentajes de diosgenina no se tabu· 
laron porque las muestras se utillznron solamente como ensayos 
exploratorios, 



Muestras No. 7 y I y soluciones 

El caaote utilizado ful barbasco floribunda, con ciscara, 
en rebanadas. 

Todas las 1111estras se trataron se,an el Metodo (B). 

La 1111estra No. 8 sirvi6 coao control, por lo que s6lo se 
le adicionaron 10 al de agua, Las auestras 7s y Is fueron las 
soluciones acuosas y las aguas de lavado de las auestras 7 y 8, 
respectivnente. 

Para la Croaatograffa de Gases se utiliz6 una columna OV-
17-3 1, unteniendo en el aparato la temperatura de la interf! 
se (T int.) a 3oo•c, la teaperatura de la columna (T, col.) a 
zao•c y la tnperatura de la inyecci6n (T, inj.) a soo•c, 

Muestra Compuesto barbasco Colestanol Diosgenina 
No. No. ••• • •• ' 
7 0,6013 7.0 4,01 

• c 0,6100 7,0 3.99 
7s 8,8 0.00 
8s c 7.0 º·ºº 

Observaciones: Los ensayos despu4!s del tratamiento pre-

sentaron hongo y 1101 olor, por lo que se lavaron con 75 1111 do 

agua para extracci6n con un volumen igual de xileno. 



En la extraccidn solo se utilizt la solucidn xiltnica 
recuperada de la eaulsidn. 

Muestras No, 9 a 11 

Todas estas auestras se utilizaron coao controles ini
ciales, por lo que el caaote se cortd antes de ser rociadas 
las plantas 9, 10 y 11. Las auestras se procesaron segGn el 
Nftodo (C). 

En la Hidrdlisis-Extraccidn de las auestras se utilizl 
solucidn de colestanol de concentracidn ISO •1/l. 

Para el analtsis croaatografico se utiliza una coluana 
OV-17-3 1, y las teaperaturas en el aparato para la coluana, 
la interfase y la inyeccidn fueron de 3oo•c. 

Nuestra 
No. 

9 

10 

11 

Co•puesto Barbasco Colestanol 
No. •I• •I• 

c 0,6000 6,10 

c O • 6168 6 .18 

e 0.6001 6.18 

Observaciones: (ninguna), 

Diosgenina 

' 
1.18 

3.47 

1. 76 



Nuestras No, 13 a 15 

Las auestras fueron procesadas seadn el Netodo (C); -
el caaote se toaa de las plantas 9, 10 y 11, quince dfas 
despufs de haber sido estas rociadas, En la Hidr61isis-Ex
tracci8n se utiliz8 soluci6n de colestanol en una concentra
ci6n de ISO a¡/1, En el analisis croaato¡rlflco se requi
ri8 de una coluana OV-17-3 \ y aanteniendo en el aparato 
3oo•c para la columna la interfase y la inyecci8n, 

Muestra Compuesto Barbasco Cole1tanol 

No. No, •1· ••· 

13 c 296,S 3,4 

,. 310.0 3, 74 

15 2 313.0 3.4 

Diosaenina 

' 
0.11 

5.39 

3,12 

Observaciones: La curva de calibraci8n s81o se cal

cu16 con 2 soluciones standard como puntos de la curva, 
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Muestras No. 16 a 22 

Todas las muestras se trataron segGn el Mftodo (C). 
Las •uestras 16, 17 y 18 fueron cortes de caaotes de las pla! 
tas 9, 10 y 11, despues de 30 dfas de aplicado el co•puesto. 
Las muestras 19, 20, 21 y 22 simeroa coao controles inicia
les a tieapo cero, antes de ser rociadas las plantas 19 a 22 
respectivamente. En la Hidr61isis-Extraccidn se utiliz6 so
luci6n de colestanol en una concentracidn de 850 mg/1. En la 
Cromatografla de gases se utiliz6 una colu1111a OV-17 al 3 1 -
manteniendo 3oo•c de temperatura para la col1111na, la interf! 
se y la inyecci6n. 

Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina 
No. No. •B •B ' 
16 e 300 3.4 6.85 
17 300 3.4 6.89 

18 2 300 3.4 0.84 
19 e 300 3.4 4, 13 
20 c 300 3.4 5.93 
21 e 300 3.4 2.20 
22 e 300 3.4 1.68 

Observociones: Los extroctos xllenlcos de estos mues· 
tras se volvieron o cromatoRrafiar utilizando uno columna 
OV-101·3 \ y los resultados fueron muy similores, 
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Muestras No. 24 a 30 

Para procesar estas muestras se utiliz6 el M6todo (C). 
Las muestras 24 a 26 fueron cortes de las plantas 9 a 11, -
respectivamente, despu6s de 45 dlas de aplicado el compuesto. 
Las muestras 27 a 30 fueron cortes de las plantas 19 a 22, -
respectivaaente, despu6s de 15 df~s de aplicado el compuesto. 
Al barbasco utilizado antes de secarse a la estufa, se le qui 
t6 la ciscara. 

En la Hidr6lisis-Ex.tracci6n se utiliz6 soluci6n de co
lestanol en xileno de 3,5 •1/4 al, 

En el anAlisis crouto1rAfico se utiliz6 una columna-
OV-101-3 \, Las condiciones del aparato se variaron consta! 
temente en cada auestra. Los extractos se croaatografiaron 
repetidamente hasta optimizar los picos sin importar el n6-
aero de veces que se corrieron. Las determinaciones de dio! 
genina se hicieron de una aanera relativa ya que no se cont6 
con una curva standard para cada situaci6n. 

Muestra Co11J1uesto Barbasco Colestanol Dios11enina 
So, No. mg 111g \ 

24 c • 328.5 3.5 4. 38 

zs 301.3 3,5 1.24 

26 2 310.0 3,5 7,32 

27 300.0 3.5 6.46 

28 307.6 3.5 5,34 

29 z 300.0 3,5 7 .23 

30 2 300.0 3.5 5. 45 
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Muestras No. 32 y 33 

Las muestras se procesaron utilizando el Método (D). La -
muestra No. 32 contenfa hojas de Dioscorea floribunda y la mues
tra 33 tallo de Dioscorea floribunda. En la Hidr6lisis-Extrac
ci6n de las muestras se utiliz6 soluci6n de colestanol de con
centraci6n de 3.5 mg/4 ml. Para la cromatograffa de gases se 
utiliz6 una columna OV-101-3 1, y las temperaturas del aparato 
fueron: en la interfase de 3oo•c, en la columna de Z65°C y en 
la inyecci6n de 3oo•c. 

Muestra 
No, 

32 
33 

Compuesto 
No. 

Barbasco 
mg. 

302.3 
349.6 

Colestanol 
mg. 

3.5 
3.5 

Muestras No. 31 y 34 a 41 

Diosfenina 

º·ºº O.DO 

La muestra No. 31 no tuvo ningGn trataaiento, sirvi6 como 
control inicial del camote utilizado para las muestras 34 a 41, 
Las muestras 34 a 37 se procesaron segOn el mEtodo (F) y se uti 
liz6 el Mftodo (E) para las muestras 38 a 41, 

En la Hidr6lisis-Extracci6n se utiliz6 soluci6n de cole! 
tanol de concentraci6n de 3,5 mg/4 ml. 

El anUisis cromatogrdfico se realiz6 en una columna OV-
101· 3 1 y las temperaturas que se mantuvieron fueron para la 
interfase de 3DOºC, para lo columna de 265°C y parn la inyec·· 
ci6n fuE de 3DOºC. 
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Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina 
No. No. •g 111g ' 
31 e 300.1 3,5 0,57 
34 "2º 305.1 3.5 4.46 

35 Na2so3 321,8 3.5 

36 2 331.0 3.5 3,15 

37 2 y Na 2so3 437.2 3.5 2.63 

38 "2º 489.7 3,5 0,91 

39 Na2so3 434,4 3,5 

40 2 368.5 3,5 1.33 

41 2 y Na2so3 380,7 3,5 1.11 

Observaciones: Las muestras procesadas por el Trata-
miento (F) se ferr:entaron. Las muestras procesadas por el -
trataniento (E) presentaron hongo en la superficie de la re
banada. 

Las muestras 35 y 39 se confundieron entre si, por lo 
que no se pudieron calcular los porcientos de dios11enina. 

Muestras No, 42 a SO 

La ffluestra 42 no tuvo ningGn tratamiento, sirvi6 como 
control inicial del cumote utlllzodo r~rn los muestras 43 n 
r.o. l.as muestras 43 n 46 se procesnron se110n el ml!todo (F): 

y se utillz6 el m~todo (F.) pnra los muestrns 48 n SO. 



En la Hidr6lisis•Extraccien se utiliz6 soluci6n de co·· 
lestanol de concentracian de 3,5 •1/4 ml, 

El •n•lisis cro•ato1r•fico se realiza en una col111111a. 
OV-101·3 1 y las tnperaturas que se untuvieron fueron para 
la interfase de 3oo•c, para la col-• de 265•c y para la i! 
yeccian fuf de 3oo•c. 

Muestra Coapuesto Barbasco Colestanol Dios1enina 
No, No; •• •• ' 
42 e 461.0 3,5 1.92 
43 "2º 355,8 3,5 4.24 

44 "2º 294,8 3.5 4,27 

4S z 308,0 3,5 4,03 

46 z 341.S 3,5 4.00 

47 "2º 464.Z 3~5 2,96 

48 "zº 433,4 3,S 2,74 

49 z 403,S 3,5 2.57 

so z 330.3 3.5 3.32 

Observaciones: Las muestras tratadas por el mftodo (F) 
se fer•entaron. Las muestras procesadas por el tratamiento 
(F.) presentaron honRO en la superficie de la rebanada. 

Muestra No, 51 

l:stn muestrn se trata se~6n el Ml!todo (!i). Pnra In 11! 



drOlisis-Extracci&n se utiliz& soluci&n de colestanol de co~ 
centraci&n 3.5 mg/4 ml. Las condiciones del aparato fueron: 
una coluana OV-17-3 1 y 3oo•c de temperatura para la interfa
se, la inyecciOn y la columna. 

Muestra 
No. 

51 

Compuesto 
No. 

e 

Barbasco 
mg 

303.3 

Colestanol 
mg 

3.5 

Muestra No. 52 a 101 

Diosgenina 

' 
0.70 

Las 1111estras ndlleros 98 a 101 se usaron como control -
inicial del camote, por lo que solamente se pusieron a sequ! 
dad y se les hizo la HidrGlisis-Extracci8n, Las 1111estras 94 
a 97 sirvieron como controles durante los d!as de aplicacidn 
de la muestras 52 a 93, por lo que Gnicamente contenfan agua. 
Todas estas muestras se procesaron seg6n el Mftodo (H). 

La Hidr&lisis-Extracci8n de las muestras se llevaron a 
cabo utilizando soluci8n de colestanol de concentraci8n 3. S 
ag/4 ml y calentando a reflujo por 5 horas sin agitacidn ma1 
nl!tica. 

El an•lisis cromatogr•fico se realiz8 para las muestras 
98 a 101 en una columna de OV-17-3 1 con te~peraturas de 3oo•c 
en el aparato; y para las muestras 52 n 97 en unn columna ·· 
OV-101-3 \ con temperaturas de 3oo•c pnra lo interfase y ln 
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inyeccidn y de Z6s•c para la colu1111a, 

Nuestra Coapuesto Barbasco Colestanol Dios1enina Proa, 
No. No. •• • • ' Dios1, 

' sz 304,6 3,5 3.02 
2,89H 

53 3Z7.3 3,5 Z.76 
54 z 288.0 3,5 Z,05 

2.20• 
SS 2 309,2 3,5 Z,35 

56 3 312,5 3,5 3,26 
2.95** 

57 3 318, 1 3,5 2,63 

58 4 306,8 3,5 1,99 
1.86• 

59 4 338.6 3.5 1. 73 

60 5 337,3 3,5 1.82 
1.94* 

61 5 301.1 3,5 Z,06 

62 6 316,8 3,5 Z,03 
1,96* 

63 6 265.6 3,5 1.89 

64 9 318.2 3,5 2,23 
2,53* 

6S 9 325,6 3,5 2.83 



Muestra Coapuesto Barbasco Colestanol Dios11enina Proa. 
Ho. Ho. •• •• ' Diosg • 

\ 

66 10 300.0 3.5 2.59 
2.25* 

67 10 306,2 3.5 1,90 

68 11 309,6 3.S z.oz 
2.35• 

69 11 371.1 3.S Z,68 

70 13 302.7 3.58 1 ,97 
z.1s• 

71 13 ZH.5 3.S Z.3Z 

72 14 30Z.2 3.5 2,60 
2,84 .. 

73 14 303,3 3,85 3.08 

74 19 308, 1 3.S Z,37 
z,51• 

75 19 305.5 3.5 Z,64 

76 20 338,6 3,5 1.87 
z.01• 

77 20 353.5 3.5 2.14 

78 22 305,5 3;5 2, 16 
2.21• 

79 Z2 316,8 3,5 2,26 

80 24 328.6 3,5 3.78 
3.19*** 

81 24 301,9 3,5 2,60 

· 65 · 



Muestra Coapuesto Barbasco Colestanol Diosaenina PrOII, 
No, No, ••• ••• ' Diosa. 

' 
82 1e 306.0 3.5 2.88 

2.67* 
83 1G 309.3 3,5 2.45 

84 2e 300.6 3.5 1.83 
1,97* 

85 2e 311.5 3,5 2. 11 

86 3e 302.1 l,5 2,43 
2.36* 

87 3G 301,0 3.5 2,29 

88 4e 309.4 3.5 2.13 
2.09* 

89 4e 301.6 3,5 2.05 

90 se 313, 1 3.5 1.97 
1,97* 

91 se 303.0 3,5 

92 

93 

94 H20 367.7 l.5 2.32 

95 HzO 299,6 3.5 2. 17 
2.62 

96 H20 300.S 3,S 2.80 

97 "2º 300.0 3,5 3.20 
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Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Dios1enina Prom. 
Dios1. 

No. No. ••• • •• ' ' 
91 e 328.1 3.5 1.54 

99 e 337.5 3.5 1.26 
1.43 

100 e 358.8 3.59 1.46 

101 e 337.3 3.5 1.46 

Observaciones: Las notaciones indican(•) aenor del 851. 
e••) aayor del 85 \ye•••) aenor del 90 \ de probabilidad de 
que las muestras fueran diferentes del control. 

La •estra 81 se eaulsion6 en la Hidr6lisis-Extracci6n y 

no se roapi6 por centrifu1aci6n. por lo que as! se crouto1ra
fi6. 

La auestra 91 se perdi6 porque el aatraz se roapi6. 

El coapuesto 6G no fue soluble en •su• por lo que no se 
aplic6 en las auestras 92 y 93. 

Muestras No. 64 a - 64 b - 72 a - y 72 b 

El polvo fino de barbasco sobrante de las auestras 64 y 

72 que fueron procesadas se1dn el tratamiento (H} se utilizaron 
para las auestras 64 a y h y 72 a y h, respectivamente. 
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En la Hidr6lisis-Extracci6n de las auestras se aplica• 
el Mftodo (H) par~ lAs auestras 64 a y 72 by el Mltodo (C) 
para las auestras 72 a y 64 b. La soluci6n de colestanol que 
se utiliz6 tenfa una concentraci6n de 3.5 ag/4 al, 

El an61isis croaatoar•ftco se realiz6 en una coluana 
OV-101-3 \ con teaperaturas de 3oo•c para la interfase y la 
inyecci6n y de 26S•c para la coluana. 

Muestra Coapuesto Barbasco Colestanol Dios1enina 
No. No. • •• .. ~ ' 

64 a 9 249,2 3,5 2,40 
64 b 9 163.5 3.5 3.45 
72 a " 204,2 3.5 4.46 
72 b 14 167.4 3.5 2.31 

Observaciones: Las auestras 64 a y 72 b tuvieron 5 
horas de reflujo sin agitaci6n aagnftica y las auestras 64 b 
y 72 a tuvieron 4 horas de reflujo y agitaci6n aagnftica vi¡~ 
rosa. 

Muestras No, 102 a 143 

Todas estas auestras se procesaron segdn el Mftodo (1). 
Las auestras 138 a 143 no contenfan ningdn compuesto, Onica· 
aente se les adicion6 agua y sirvieron como controles durante 
el trataaiento de las muestras 102 a 137. En la Hidr61isis· 
Extracci6n se utiliz6 soluci6n de colestanol en xileno. A t~ 
das las auestras se les adicion6 3,5 •R de colestanol (4 mi 
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de soluci6n). con excepci&n de la auestra 1Z9 que contenfa 3.59 
mg y de la auestra 132 que contenfa 3.68 ag de colestanol. El 
anllisis croaatogr4fico se realiz6 en una coluana OV·17-3 \ con 
teaperaturas en la coluana. interfase e inyecci6n de 3oo•c. 

Muestra Coapuesto Olas Barbasco Diosgenina Proaedio \ 
No. No. • •• \ Dios1enina 

102 25 234,0 3.11 
3.69• 

103 25 196.3 3.58 

104 25 7 Z80.1 3.59 
4.53 .. 

105 25 7 181. 7 5.48 

106 26 163.0 3.37 
3.14• 

107 26 211,8 4.30 

108 26 7 209,4 4,23 
3,87 

109 26 7 187, 1 3.51 

110 27 909,1 1.62 
2.49 

111 27 307.6 3.37 

112 27 7 326.8 3,99 
3.78• 

113 27 7 444, 2 3,57 
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Muestra Coapuesto Dt:as Barbasco Diossenina Proaedio 
Diosaenina 

No. No. •• ' ' 
114 28 368,8 3,68 

3.73• 
115 28 393 •• 3,71 

116 28 7 3H.• •• 13 
3,63• 

117 28 7 300.2 3.13 

118 29 530.2 2,U 
2,80• 

119 29 39.,2 3, 17 

120 29 7 3.6,8 6,79 
6.00 ..... 

121 29 7 3H,5 5,21 

122 30 U6,1 •• 90 
3,81• 

123 30 ., •• 6 2.72 

12• 30 7 3U.6 3.33 
3.53• 

125 30 7 588.0 3.83 

126 31 659.4 2.98 
3.07• 

127 31 538.4 3, 16 

128 31 7 549, I 2.24 
3.54• 

129 31 7 316. I 4.84 



Muestra Coapuesto Dlas Barbasco Dios1enina Proaedio 
Dios1enina 

No. No. ••• ' ' 
130 3Z 

2.53• 
131 32 1,050,1 Z,53 

132 32 7 494.7 5.74 
4.05• 

133 32 7 523.3 2.36 

134 33 621.5 3.09 
3,15• 

135 33 706.3 3.21 

136 33 7 402.1 2.70 
2.H• 

137 33 7 617,0 3.25 

131 e 7 432.0 5.01 

139 e 7 542.0 2,10 3.39 

140 e 7 492,7 2.31 

141 e 718,2 3.12 

142 e 551. 7 2.95 3.05 

143 e 592.1 3.09 

Observaciones: l.as notaciones indican que los porclen· 
tos de confiabilidad de los muestro~ fueron diferentes al con-
trol e•) para porcentajes aonores del 851, r••) para porcontn· 
Jes aayoros doJ 85\ y e•••••) parn porcentajes menores del 9RI. 



El matraz que contenfa la auestra No. 130 se ro•pi6 en 
el calentaaiento a reflujo. 

Nuestras No. 144 a 171 

Las auestras 144 a 173 se procesaron se,On el Nl!todo (J), 

Las auestras 174 a 178 sirvieron coao controles iniciales del 
caaote. por lo que solaaente se pudieron a sequedad y se hi·· 
drolizaron. Las auestras 169 a 173 sirvieron coao controles·• 
durante los cuatro dlas de aplicacidn de las auestras 144 a 168• 
por lo que llnlcaMnte contenlan uyor cantidad de apa. En la 
Hidrdlisis-Extraccidn se utilizd solucidn de colestanol de con
centraci6n 850 •1/l. En el antlisis croaato1rlfico se utiliz6 
una coluana OV-17·3 1 y las temperaturas en el aparato fueron 
para todas las auestras de 3oo•c para la interfase y la inyec
ci6n y en la coluana. de 21o•c para las auestras 144 a 150 y 
152 a 157 y de 3oo•c para las auestras 158 a 178 y 151. 

Muestra Co•puesto Barbasco Colestanol Dios1enina Proaedio 
Diosgenina 

No. No, ••• 1111. ' ' 
144 25 964.7 10,20 2.35 

145 25 546.2 5.95 2.55 

146 25 1,130.7 12.75 1. 29 2.28* .. 

147 25 741.9 8.50 2,63 

148 25 850,6 8.50 2.59 
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Muestra Coapuesto Barbasco Colestanol Diosgentna PToaedio 

No. No, mg, ag, ' Diosgenina 

' 
149 26 917,9 10.20 2.61 

1SO 26 71 S.6 7.6S 2.20 

1S1 26 46S,S 4.2S 2.S7 2.42 ... 

152 26 878.3 10.20 2,lS 

153 26 625.0 6,80 2.58 

1S4 27 812,6 8,50 2,50 

155 27 750, 1 8.50 2.52 

156 27 724, 7 7,90 2.53 2,61 ... 

157 27 810,5 8,50 2,52 

1S8 27 SS8,2 S,95 2.97 

1S9 28 859,9 10.20 2.63 

160 28 981.1 10.20 2,58 

161 28 1,247.7 13,60 2,44 2.48 ... 

162 28 164,1 10.20 2.30 

163 28 90S,4 10.20 2.45 

164 29 1,010,8 11. os 2.3S 

165 29 781.9 8.50 1.93 
166 29 876,9 a.so 2.51 2,36••• 

167 29 871.1 10,28 2.S9 

168 29 925,6 10.37 2,40 

169 "2º 1,563.7 12.75 2.37 

170 "2º 1,290, O 12,7S 2.55 

171 "2º 1,417, 9 17.00 3,28 2,72 

172 "zº 1,439.5 16, 1 5 3.01 
173 "2º 1,240, 9 13,60 2.41 
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Muestra Coapuesto Barbasco Colestanol Dios1enina Proaedio 
Diosgenina 

No. No. ••• • •• ' ' 
174 e 1,298.1 14.45 2.36 
175 e 997,0 11,05 2.05 
176 e 763.7 e.so 1.63 1 .93 
177 e 1,337.1 12.75 2.02 
178 e 1,098.3 12.75 1 .62 

Observaciones: Todas las muestras presentaron un porcen
taje de confiabilidad e•••) aenor de un 90\ de que las muestras 
sean diferentes al de las auestras de control, 

Muestras No, 179 a 243 

Todas las 1111estras se trataron segGn el Nftodo (l), Las 
muestras 239 a Z43 fueron controles durante los 4 dfas de aplic! 
ciGn de las auestras 179 a 238, por lo que Gnicuente contenlan 
asua, En la HidrGlisis-ExtracciGn se utiliza soluciGn de coles
tanol de concentraciGn 850 ag/1. Para el anllisis croaatogrlfi
co se utilizG una col1111na OV-17-3 \ y se aantuvo 3oo•c de teape-
ratura en la interfase, en la inyecciGn y en la colu1111a. 

Muestra Coap. ConcentraciGn Barbasco Colestanol Diosg. Proaedio 
Diosa. 

No, No. Molar ••• ••• ' 
179 X 10.z 620.5 6.80 4 .10 
180 X 10·Z 757,9 8,50 2.43 

181 X 10' 2 364.6 4,ZS Z.18 2.38• 

18Z 1 X 10·2 713.5 8.07 1.19 
183 1 X ,o·Z 632.8 7.14 2.01 



Jlllest. Coap. ConcentraciC,n Barbasco Colestanol Diosg. Pnadio 
No. No. Molar ••• • •• ' Diosgenina 

' 
184 X 10° 3 620,0 7.05 5,05 

185 X 10° 3 476.4 5.44 3,04 

186 X 10° 3 518,4 7,05 4,08 3.39-

187 X 10' 3 428.5 4.84 3,03 

188 X 10' 3 544,9 6,ZO 1. 78 

189 X 10°4 478.2 5,44 3.28 

190 X 10° 4 271,7 3.40 5.39 

191 X 10° 4 443,0 5,05 1.40 3.29 ... 

192 X 10°4 414, 7 4,67 1. 32 

193 X 10° 4 411, 1 4.76 5,05 

194 3 X 10· 2 273.4 2.72 5.15 

195 3 X 10° 2 464,6 5, 18 S.04 

196 3 X 10· 2 S78,2 6,54 1,49 3.69-

197 3 X 10° 2 '33.9 4,93 3.56 

198 3 X 10· 2 514,9 5.86 3,22 

199 3 X 10° 3 44S,3 S. 1 O 1. 25 

200 3 X 10° 3 496,S S,61 1.49 

201 3 X 10° 3 S34,S S,9S 3,26 2. 71* 

202 3 X 10° 3 393,3 4,2S 4,82 

203 3 X 10° 3 S19,6 S, 9S 

204 3 X 10° 4 477 ,4 S,10 4. 34 

205 3 X 10·4 495, S S,52 4,97 



Muest. Coap. Concent rae iiln Barbasco Colestanol Dio11. Proaedio 

No, No. Molar ••• • •• ' Dios1enina 

' 
206 3 1 X 10·4 505.1 5.95 5.24 3,91•••• 

207 3 1 X 10"4 527.7 6.12 4.44 

201 3 1 X 10·4 1,011,2 11.47 o.91 

209 14 X 10°2 479,5 5.10 1.10 

210 14 X 10· 2 445.9 5, 10 2.06 

211 14 X 10·2 493,4 5,52 1.21 1.4 ...... 

212 14 X 10•2 459,1 5, 10 1, 19 

213 14 X 10"2 507,5 5,95 1,37 

214 14 X 10° 3 347.1 3,99 1,54 

215 14 X 10" 3 561,5 6,37 1,99 

216 14 X 10" 3 1,342.5 15,3 1,48 2.27H• 

217 14 X 10" 3 341,5 3.82 4.11 

211 14 X 10" 3 392.2 3.12 1,46 

219 14 X 10" 4 346, 1 3,91 1,31 

220 14 X 10" 4 5114,0 5,70 1.10 

221 14 X 10" 4 346, 1 6,03 5.91 2,83 ... 

222 14 X 10° 4 549,3 6,20 2,91 

223 14 X 10° 4 326,1 3,12 2.25 

224 24 X 10° 2 339,6 3,12 1.48 

225 24 1 X 10· 2 342,1 4,25 3.65 

226 24 1 X 10· 2 418.3 5,52 1. 26 2.33 ... 

227 24 1 X 10· 2 463, I 5.27 1. 34 

228 24 X 10. 2 478.0 5,44 3,90 
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Muest. 
No. 

229 
230 
231 
232 
233 

234 
235 
236 
237 
231 

239 

240 

241 

242 

243 

Coap. 
No. 

24 
24 
24 
24 
24 

24 
24 
24 
24 
24 

Concentrac i6n 
Molar 

X 10° 3 

X 10° 3 

X 10" 3 

X 10° 3 

X 10° 3 

1 X 10"4 

1 X 10° 4 

1 X 10° 4 

X 10'4 

X 10" 4 

e 
e 
e 
e 
e 

Barbasco 

••• 
444.8 
4110.3 
564 ,4 
508,5 
425, 1 

667,8 
561.3 
1,162.0 
419,9 
478,6 

636,2 

785,2 

364,5 

545.7 

834,7 

Colestanol .,. 
5,01 
5.52 
6.37 
5,16 
4,14 

7,65 
6,37 
13,17 
4,76 
5,44 

7,23 

7,22 

3,91 

6.20 

9.52 

Diosg. 

' 
1.47 
L72 
1.46 
3.11 
3.16 

2.12 
4, 10 
1.26 
3,31 
1.72 

1.98 

1,98 

2,68 

2,44 

2.12 

Proaedio 
Diosgenina 

' 
2.32H• 

2.5ou• 

2.24 

Observaciones: El porcentaje de confiabilidad en el que las 
auestras fueron diferentes del control se urcaron (•) para menor 
del 85 1, (•••¡ para aenor del 90 1, (••••) para mayores del 90 \ 
y (••••••¡ para aenores del 99\. 

El matraz que contenfa la muestra No. 203 se rompi~ en el 
calentamiento a reflujo, 
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V. RESULTADOS Y DISCUSION 

las•ndonos en los estudios anteriores 1 • 1 • Y 1 •· 1 • sobre 
los plantas y la inducci8n de sus metabolitos por agentes qu! 
aicos externos, se procedi6 a la aplicaci8n sobre barbasco de 
una serie de sustancias qufaicas, alaunas previa~ente sinteti 
zadas y otras de ori1en coaercial. 

5.1 Sustancias Qulaicas. 

Las sustancias qufaicas sintetizadas fueron este
res formados por cloruros de •cido y alcoholes de trialquil
aainas, de acuerdo a las t6cnicas reportadas en la literatu
ra.21 Alpnas de estas sustancias qufaicas auestran activi
dad bioinductora de hule en ,uayule11 y en la bioslntesis de 
carotenos. 1 ' Los coapuestos de ori1en coaercial fueron sus
tancias con conocida actividad auxlnica, inhibidora o 1iber! 
lica. 

5.Z Tratuientos. 

Para poder evaluar correctaaente la bioinducci8n
de dios1enina en el barbasco se procedi8 a evaluar una serie 
de bioensayos con el objeto de ver cual de ellos se apeaaba 
••s a nuestras necesidades. A continuaci6n se mencionan las 
ventajas e incanveníentes de cada m6todo usado, 

El tratamiento (A) presente el Inconveniente de la for 
maci6n de hon10 en la superficie del tejido cortado, esto se 
trat6 de corre~ir en el tratamiento (B) con la odlcl6n de --
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Benomil y en el trata~iento (E) con la adici6n de Sulfito de 
Sodio, sin eabargo, las muestras tratadas con estas sustan-
cias tambifn presentaron hongo. 

En estos trataaientos (A), (B) y (E), se observ6 un 
resecaaiento en la parte del tejido que no era baftado por la 
soluci6n lo que iaplica una aplicaci6n no hoao1enea sobre el 
uterial tratado. 

El trataaiento (C), en el cual las rebanadas procedfan 
de plantas rociadas sobre las hojas con soluciones de las su! 
tanelas en estudio, present6 el inconveniente de que el bar
basco cultivado se pla16 con nn8todos, Para coabatir fstos, 
se reg6 la tierra con 10 ml de CH2-c1 2 y 90 al de una solu--

ci6n foraada por 4 •l de clordano por cada 6 lt de agua. Con 
la utilizaci6n de estos insecticidas, los v8sta1os se secaron 
y las hojas se cayeron. Adea8s de no tener hojas los v,sta-
1os, se observ6 que algunas plantas no volvfan a foliar, 
Una supervisi6n de los camotes aostr6 que casi todos tenlan 
neaitodos y que algunos ya estaban coapletaaente descoapues
tos. 

Las condiciones de cultivo de la planta ya han sido a~ 
pliamente estudiadas (1) y se ha visto que en caso de tener 
nemAtodos como plaga es conveniente desechar los camotes. 
Por Jo que se procedi6 a utilizar camotes de barbasco refri
ierado. 

F.n el tratamiento (D) se observ6 que la cantidad de 
diosgenina presente en hoJns y tollos de D. florihundn es n~ 
la. 



Estudios anteriores 11 han deaostrado que hay diferen-
cias significativas en el contenido de diosgenina y en la a~ 
tividad biosintftica de diferentes partes de un caaote, por 
lo que los tratamientos (A), (B), (C), (E) y (F), donde se -
tomaron rebanadas de tejido, pueden ser no representativos 
de la planta. De esta manera se busc6 un tratamiento en el 
cual se homogeneizara el caaote, 

En el tratamiento (H) se hoaogeneiz6 el ca110te picand~ 
lo en trocitos y revolviendolos; sin eabargo, se obtiene un 
aejor resultado con la tecnica reportada por Heftaann, -
Bennett y Bonner. 11 

En los tratamientos (1), (J) y (K) se utiliz6 esta tf~ 
nica, 12 en la cual el caaote en trozos y sin cascara se li-
cu6 con hielo aolido, con el fin de no afectar la actividad 
enzidtica y de mezclar perfectaaente todos los rizomas, En 
estos trataaientos no se sigui6 la tfcnica de Hidr6lisis-Ex
tracci6n reportada por los autores, sino que se utiliza el -
aftodo de Rozanski, 22 

El tratamiento (K) fue el que proporcion6 resultados -
mas reproducibles y confiables, 

Hidr6lisis-Extracci6n, 

El mftodo de extracci6n y determinaci6n de diosgenina 
en tub~rculos de dioscoreas propuesto por Rozanski A,, 22 

fue el e~pleado en este trabajo, sin e~bargo, se hicieron a! 
gunas modificaciones al respecto, 
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Este aftodo aostr6 precisi4n y exactitud coaparable con 
aftodos araviaftricos frecuenteaente usados, pero es aucho -
us siaple y aas r•ptdo. La Hidr4lisis•Extracci6n son lleva
das a cabo en un aisao aatraz, usando un sisteu de 2 fases 
y no es necesaria la etapa de extracci6n separada; en la de
terainaci6n por croaatograffa de 1ases se utiliz6 un standard 
interno. 

En el aftodo (A} la Hidr6lisis•Extracci6n se llev6 a -
cabo de la aisu unera que en dicha tfcnica, 22 aunque des-
pufs (Hidr6lisis-Extracci6n (C} se utiliz6 la aitad de los -
aateriales con objeto de disainuir el 1asto de estos. Post! 
rioraente en la Hidr6lisis•Extracci6n (J), se utilizaron las 
cantidades de reactivos proporcionales a las cantidades de -
barbasco seco residual. 

Tubifn con objeto de facilitar las •ediciones se prep! 
raron soluciones de colestanol de concentraci6n conocida. 

La variaci6n para el aftodo (H) consisti6 en calenta-
aiento a reflujo durante S horas sin a1itaci6n upftica, a 
diferencia de las 4 horas de reflujo con agitaci6n viaorosa 
su1eridas por Rozanski. 22 Comparaciones posteriores (muestras 
Nos. 64 a, by 72 a, b) aostraron que habla una aejor extra~ 
cidn cuando se segufan las indicaciones de Rozanski. 

En la Hidrdlisis-Extraccidn (G) se observ6 que la cant! 
dad de diosgenina decrece a medida que au~enta el tieapo de 
reflujo. 

La Hidr6lisis-Extracci6n que aejores resultados propo! 
cion6 fue (J), 



Deterainaciln por Craaatograf!a Oas.L!guido. 

Les condiciones del aparato se ajustaron hasta tener una 
resolucidn dptiaa de los picos, 

Se utilizaron indistintaaente dos columnas (enterione~ 
te aencionadas) y dieron respuesta constante a soluciones de 
concentraciones conocidas de colestanol y dios1enina aezcla
das y sin aezclar. 

Priaero la deteninacidn de dios1enina se hizo aidiendo 
las &reas de los picos por trian,ulacidn. sin eabarao. de un 
lote de auestras se calcula la cantidad de dios1enina. taa-
bifn. aidiendo las alturas de los picos y resulta este afto
do ser tan exacto coao el anterior y .. s f&cil de aedir. por 
lo que posterionente se utiliza este aftodo para los cllcu
los. 

Las aejores condiciones fueron aediante el Anllisis 
Croaatoarlfico (D). 

El aftodo que proporciona los resultados aas reproduc! 
bles y confiables fuf el {K). 

Actividad de las Sustancias, 

Trabajos realizados con clorofenoxilcidos '•'• 11 • 11 • 11 • 1 ' • -4 
especialmente con Z,4-D y Z,4,5-T en concentraciones Z x 10 , 

Z x 10· 5 y Z x 10" 6M,' tambifn con CPTA. 17 ANA.' AJA. AIB, 
cinetina y GA3, 11 reportaron que estas sustancias de alguna 
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aanera inducen la produccldn de dios1enina, aientras que el 
leido asc6rblco actOa c0110 inhlbidor de la produccidn de··· 
diosgenina 11 y altas concentraciones de GA3 y BA son t6xicas 
para las plantas. 

Con el propdsito de ver la actividad biosintftica de a! 
gunas de estas sustancias y de otras con actividades siaila· 
res en la produccidn de dios1enina, se aplicaron los coapues· 
tos sobre hoao1eneizados de barbasco preparados segGn el al· 
todo (I) a 1 y 7 dfas de aplicacidn. 

Los coapuestos probados de orl1en coaercial fueron: 25 
(GA3), 26 (AII), 27 (Acido absfcico), 30 (ANA), 31 (2,4,5•T), 
32 (2,4-D) y 33 (AIA). 

Los trataaientos con los coapuestos 25, 26, 28, 30 y 31 
contuvieron porcentajes de diosgenina superiores al control a 
1 y 7 dfas de aplicacidn. El coapuesto 33 tuvo un porcenta· 
je de diosgenina superior al control despufs de un dfa de·· 
aplicacidn, sin eabargo, a los 7 dfas, es el dnico coapuesto 
que se untuvo inferior al control, Los coapuestos 27, 29 y 

32 despufs de un dfa de aplicados tuvieron porcentajes de·· 
diosgenina inferiores al control, sin eabargo despufs de 7 · 
dfas se increaentaron y son superiores al del control. En 
estos experi•entos los niveles de confiabilidad se •antuvie· 
ron al rededor del 85\ (Ver plgs. 61 a 72) • con excepcidn del 
compuesto 29 que despuEs de 7 dfas de aplicacidn, aostrd un 
nivel de confianza aenor del 98 l. Ademls esta sustancia· 
presentd la mayor produccidn de diosgenlna mantenlendose su· 
perior al control en un 76,99 \. 

De estos experimentos se escogieron la5 sustancias con 
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aarcada actividad en la producciGn de diosgenina (coapuestos 
Nos. 25, 26, 27, 28 y 29) y se probaron por quintuplicado 
utilizando el Mftodo (J} durante 4 dfas de aplicaciGn, con 
objeto de obtener mayores niveles de confianza. 

Los nuevos experiaentos aostraron que la producciGn de 
diosgenina es aenor en todos los casos que en el control, 
con un nivel de confianza aenor al 90 \. 

Comparando los resultados de los coapuestos de origen 
coaercial con aquellos reportados en la literatura se obser
ve que: (Ver Tabla No. 1). 

Tanto en sisteaas anterioraente establecidos, coao en 
los sisteaas de homogeneizados de barbasco preparados por 
los Mftodos (1) y (J}, los clorofenoxilcidos 2,4-D y 2,4,5-
T11 y el AHA, 1 indujeron en la producci8n de diosgenina con 
un nivel de confianza aenor del 85 \ con excepci8n del 2,4-
D que despues de un dfa de aplicaci8n aostre un efecto in
hibidor. 

Los leidos asc8rbico y GA3 , que se reportaron 11 ' 11 

coao inhibidores de la producci8n de diosgenina para otros 
sisteaas, taabi8n aostraron un efecto inhibidor de un 16.17 

\ y un 4.04\ respectivamente inferior al del control, en el 
sistema hoaogeneizado de barbasco, con un nfvel de confian
za del 90 \. 

El acido indolac~tico, que se encuentra reportado 11 
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TABLA No, 1 

Coapuesto Dlas de lncr-nto Confiabilidad 
Aplicactan sobre el 

No. Noabre control ' 
25 GA3 4 ·16,17 ••• 
26 AII 4 •11.03 ••• 
27 Ac. Asdrbico 4 • 4.04 ••• 
Z8 AIP 4 • 1.82 ••• 
29 Ac. Abslcico 7 76.99 ••••• 

4 •13.Z3 ••• 
30 ANA Z4.92 • 

7 5,6 • 
31 2,4,5-T 0.65 • 

7 4,42 • 
32 2,4-D -17,05 • 

7 19,46 • 
33 AJA 3.28 • 

7 •12, 10 • 

Las notaciones significan el porcentaje de confiabilidad de 
las auestras: e•) para menor del 85 \; e•••) para menor del 
90 \; y(•••••) para aenor Jel 98 \, 



COIIO promotor de la producci6n de diosgenina, se observ6 que, 
despufs de un dfa de aplicaci6n en este sisteu se proaueve 
la producci6n de diosgenina; sin eabargo, despufs de 7 dfas 
inhibe dicha producci6n, al coapararla con el control, tenie! 
do ambos resultados igual nivel de confianza (aenor del 85 1), 

El AIB, despufs de 4 dfas de aplicado ejerci6 un efecto 
inhibidor en la producci6n de diosgenina con un nivel de con
fianza aenor del 90 1, que es contrario al efecto reportado
en la literatura 11 en otros sisteaas, 

No se encontraron reportes en la literatura del AIP y 
del leido absfcico, Las aplicaciones de estos compuestos en 
los hoaogeneizados de barbasco mostraron que el leido absfc! 
co, despufs de 7 dfas de aplicaci6n, induj6 la producci6n de 
diosgenina en un 76,991 superior al del control, con un ni
vel de confianza aenor del 98 \, Los resultados posteriores 
mostraron a los 4 dfas de aplicado el compuesto un efecto i! 
hibidor en la producci6n de diosgenina con 13.23 \ inferior 
al del control y con un nivel de confianza menor del 90 \. 

El leido indolpropi6nico mostr6 despufs de 4 d!as de~ 
plicado un efecto inhibidor de un 8,821 con un nivel de con
fianza menor del 90 l. 

Una exploraci6n previa sobre la actividad de todas las 
substancias sintetizadas en el laboratorio se llev6 a cabo· 
con el Mftodo (H). 

Utilizando el Mftodo (K), se probaron los compuestos 1, 
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3, 14 y 24, que previaaente aostraron tener aarcada actividad 
en la producci8n de diosgenina, Estas sustancias se probaron 
en tres concentraciones diferentes y por quintuplicado para 
tener un aayor nivel de confianza. Los resultados se obser
van en la Tabla No. 2. 

De estos resultados se observe que todos los compuestos, 
en sus tres concentraciones, tienen una aayor producci6n de 
diosgenina sobre el control, con niveles de confianza alrede
dor del 90 1, a excepci6n de los compuestos: 14, a la conce! 
traci6n de 1 x 10· 2M, con un nivel de confianza aenor del 99 
\; el coapuesto 1 a la concentraci8n de 1 x 10· 2M, asf coao 
el compuestv 3 a la concentraci6n de 1 x 10· 3M, con niveles 
de confianza aenores del 85\. 

Las aejores actividades de los compuestos para la indu~ 
ci6n de diosaenina se tuvieron para el coRpuesto No. 1 a la 
concentraci6n de 1 x 10· 3M, cuyo increaento sobre el control 
es de 51.34 1, con un nivel de confianza aayor del 90 \ y a 
la concentraci6n de 1 x 10"4M, se increaent6 sobre un 46.88 
\, con un nivel de confianza s6lo aenor del 90\. Para el -
coapuesto 3 la inducci6n de diosgenina fue: a la concentra
ci6n de 1 x 10· 2M, un incremento de un 64.73 \ya la concen
traci6n de 1 x 10·4M, un increaento de un 77.68 \ sobre el 
control, con un nivel de confianza aayor del 90 \, El coa-
puesto 14, a la concentraci6n de 1 x 10" 4M, dl6 su aayor in
cremento en un 26.34\ sobre el control, con una confianza m~ 
nor del 90 \, Y el compuesto 24, a la concentraci6n de 1 x 
10· 4M incrementa la producci6n de diosgenina en un 11,61 \ 
sohre el control, con una conflahllldad menor del 90 \, 
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TABLA No. 2 

Coapuestos aplicados durante 4 dfas 

Coapuesto Concentraci8n Porcentaje de Incre11ento sobre 
Dios1enina el control 

No. Molar proaedio ' 
X 10" 2 2.38* 6.25 

X 10"3 3,39**** 51.34 

X 10"1 3.Z9*** 46,88 

X 10.z 3,69**** 64.73 

3 X 10" 3 Z,71* Z0.98 

X 10"4 3,98**** 77,68 

X 10" 2 1,40****** •37.50 

14 X 10· 3 2.27*** 1.34 

X 10"4 2,83*** 26.34 

X 10.z 2,33*** 4.02 

24 X 10" 3 2, 32*** 3,57 

X 10" 4 2. SO*** 11,61 

Los niveles de confianza de estas muestras son: (*) menor 
del IS 1, (***) menor del 90 \, e••••) mayor del 90 \, y 

e••••••) menor del 99 'º 
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La uyor actividad de inhibici8n en la producci8n de --
dios1enina se obtuvo en el c011puesto 14, a la concentraci8n 
de 1 x 10·2N, con un nivel de confianza aenor del 99 \, pero 
debido a que la alta concentraci8n pudo causar efectos t8xi
cos. 

Substancias reportadas prevluente coao inductores de 
dios1enina (Compuestos Nos. 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32 
y 33) no tuvieron un efecto si1nificativo en el incrnento 
de dios1enina, Muy probableaente estas sustancias proaueven 
enzius que liberan la dios1enina no libre y a esto se debe 
el incr-nto reportado. En nuestro aftodo de evaluaci8n -
hubo una etapa de hidr8lisis acida la cual libera toda la -
dios1enina presente, 

Relaci8n estructura-actividad. 

Las substancias aas activas 1 ·y 3 tienen en co1111n un 
anillo arC!llitico con substituyentes donadores de electrones, 
el no.ero de atoaos de carbono entre el ester y el nitr81eno 
puede variar de Z e 3 atoaos lo aisao que los alquilos ter
ainales pueden ser aetilos o etilos, Es iaportante hacer n~ 
tar que en el caso de la bioinducci8n de carotenos es esen
cial que existan dos carbonos entre el ester y el nitr6geno, 
resultando inactivas las substancias con 3 carbonos, 
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VI, CONCLUSIONES 

1. Substancias reportadas preYiaaente coao inductores de 
diosaenina (Coapuestos Nos, 25, 26, 27, 21, 2t, 30, 31, 
32 y 33) no tuvieron un efecto sianificativo en el in
cre•nto de diosaenina. 

2. Las substancias 1, 3 y 14 aostraron aayor actiYidad ea 
el incr ... nto de diosaenina, lo alsao que el coapuesto 
24, pero an aenor arado. 

3, Las substancias ats activas 1 y 3 tienen en coatln un• 
anillo aroattico con substttuyentes donadores de elec• 
trones, el ndllero de ttoaos de carbono entre el ester 
y el nitrOaeno puede Yariar' de 2 e 3 ttoaos lo aisao 
que los alquilos teninales pueden ser aetilos o eti·· 
los. 

4, El bioensayo desarrollado resulto confiable para la d! 
teninaciOn de la actividad de sustancias qulaicas en 
la bioinducciOn de diosaenina. 
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