Universidad Nacional Auténoma de México
Facultad do Quimica

SINTESIS Y EVALUACION DE
BIORREGULADORES

T E § I 5§

Que para oblemer ol titnlo de:
e U I M I C 0

P 1 o s o n t a

AIDA NELLY GARCIA ARGAEZ

México, D. F. 1981



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



Il

ITr.

Iv.

INDICE

INTRODUCCION,
ANTECEDENTES.

2.1 Plantas

2.2 Cultivo de Tejidos.

2.3 Precursores.

2.4 Sitios de Sintesis

2.5 Transporte de Metabolitos.
2.6 Tubérculo.

2.7 Degradacién de la Diosgenina.
PARTE EXPERIMENTAL QUIMICA.

3.1 Condiciones Generales.

3.2 Sintesis de Biorreguladores.
PARTE EXPERIMENTAL BIOLOGICA.

4.1 Condiciones Generales,
4,2 Métodos Aplicados.

4.3 Procesamiento dc Muestras.

Péginas.

n
13
14
15
16

18

18
19

28

28
39
54



Péginas.

V. RESULTADOS Y DISCUSION, 78
S.1 Sustancias Qufmicas. 78
5.2 Tratamientos. 78
5.3 Hidr8lisis-Extraccién. 80
S.4 Determinacibn por Cromatograffa
Gas-Lfiquido. 82
5.5 Actividad de las Sustancias. 82
§.6 Relacidn Estructura-Actividad. 89
VI. CONCLUSIONES. 920

VII. BIBLIOGRAFIA. 91






I. INTRODUCCION

La industrfa esteroidal mexicana ha tenido gran auge
desde 1949, cuando Russel E. Marker confirmé que las sapo-
geninas de plantas podrfan transformarse fdcilmente en hor
monas sexuales de mamfferos. Marker inici6é una ardua bds-
queda de plantas productoras de sapogeninas que 1o conduje
ron a varias partes de Estados Unidos y México. Aquf en--
contrd diferentes especfmenes de Dioscoreas en el Edo. de
Veracruz. Analizando estas encontr8, que la Diosgenina de
las Dioscoreas mexicanas representaban la materia prima 6p
tima para la fabricaci6n de hormonas.?

Las dioscoreas mexicanas que se comercializan como -
materia prima son Dioscorea floribunda, Dioscorea spiculi-
flora y Dioscorea composita, cuyo nombre genérico es el de
barbasco.!’??

Practicamente todo el barbasco que se ha venido utili
zando desde el principio (1949) ha sido de origen silves---
tre.""

Desde hace 25 afios, tanto en México como en otros pai
ses, se iniciaron ensayos para domesticar la olanta en pe-
quefios lotes experimentales. Se ha podido comprobar que -
el cultivo de la planta es técnica y econBmicamente via---
ble,'»??

En las condiciones actuales sc puede contar con un -
rendimiento de 50 a 100 toneladas de barbasco fresco por -



hectirea de barbasco cultivado. En términos de diosgenina,
1a produccibn por hectfirea se puede calcular entre 500 y 800

Kg. por cosecha.!

El rendimiento del tub&rculo fresco a barbasco seco

es de 221 para la D. composita y de 33V para la D. floribun

da. La concentracién promedio de diosgenina es de 3.5 a S%
en base seca para la D. composita y de 4 a 5% en base seca

para la D. floribunda.®

Los conocimientos del cultivo y el procesamiento del
barbasco a 1la fecha no se pueden considerar conclufdos, fal

tando muchos problemas por resolverse.

En este trabajo se trat8 de inducir un aumento de la
produccién de diosgenina en el rizoma del barbasco, por me

dio de reguladores biol6gicos,






11, ANTECEDENTES

Debido a la enorme demanda mundial de sustancias este
roidales se han hecho estudios en plantas, tendientes a me-
jorar la produccifn de sus metabolitos que pueden servir de
alguna manera como materia prima para la obtencifn de este-
roides.

El género Dioscorea ha sido ampliamente estudiado des
de 1936 por quimicos y botfnicos, ya que ciertas especies
tienen materias primas ideales para 1a fabricacién de hormo
nas esteroides. Algunos de estos estudios se llevaron a ca
bo con la finalidad de conocer el habitat de la planta. --
Otros con el prop6sito de mejorar la produccibn de los in-
termediarios esteroidales, se interesaron en encontrar los
caminos biosintéticos que la planta emplea en la elabora-
cifn de estas sustancias.

Es asf como se encuentra en la literatura una basta -
informaci6n sobre plantas (y de sus respectivos componentes,
rafz, tallo, hojas, tubérculos etc.), cultivos de tejidos,
sustancias precursoras, sustancias reguladoras del metabo--
lismo, sitios de sfntesis, transporte activo, almacenamien-
to, degradacifbn, etc.

Para el presente trabajo se han seleccionado los estu
dios tendientes a mejorar y conocer la biosintesis de meta-
bolitos esteroidales bajo diferentes metodologfas,



Tipo de estudios:

1) Plantas

2) Cultivo de tejidos

3) Precursores

4) Sitios de sintesis

S) Transporte de metabolitos

6) Tubérculo

7) Degradacifbn de 1a diosgenina

1) Plantas.

Se han hecho estudios tendientes a mejorar la pro
duccibn de esteroides por la aplicacién de compuestos que
han mostrado ser sustancias reguladoras del metabolismo en
las plantas.

Estos estudios se han realizado en 1a semilla madura,®
semilla en germinacién,® en plantas con diferentes estados
de crecimiento,'’”*** y en partes de la planta,'*?’*¢

En 1970 Hardman, R. y Wood, C. N.® estudiaron los - -
efectos de incubacifn de partes de fruta y de semilla par--
cialmente desengrasadas, de Balanites orbicularis, con clo-
rofenoxi-4cidos, obteniendose un incremento en la produc-
cién de diosgenina y yamogenina superior a un 20%.

Se vib que en este proceso ¢l incremento en la produc
ci6n de diosgenina es dependiente del tiempo, de la concen-
tracibn y de la estrecha similitud de los fenoxificidos con



su conocida actividad auxfnica.

Encontraron también que la mixima produccién de sapo-
genina se observ6 cuando se¢ aplicé 2,4,5-triclorofenoxiacé-
tico (2,4,5-T) en concentraciones de 2 x 1w*az2x10%m
y los 4cidos 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y p-clorofeno
xiac8tico en concentraci6n de 2 x 1075 M.

Investigando el contenido de saponina, se demostr§
que los fenoxifcidos incrementan la actividad de la sapona-
sa endOgena durante la incubaci6n. Ademfs, experimentos -
con acetato-2- 'C, sugirieron que la produccifn de diosgeni
na no fue causada por la biosintesis de la misma.

Es posible que la ruptura de la pared celular bajo la
influencia de compuestos auxfnicos, diera la liberacifn de
la saponina enlazada y por lo tanto se aumente la produc---
cién de sapogenina.®

En 1971 estos mismos autores, Hardman, R, y Wood, C.
N.® germinaron semillas de Balanites orbicularis, observando
que junto con este proceso, se incrementa la produccién de

diosgenina y yamogenina y se reduce el contenido del aceite
del embribn. La incorporacifn de acetato 2-“C y colest-4-
en-3-ona-4-“c indic6 que el incremento se debi6 a 1a bio--
sfntesis de sapogenina. El fcido 2,4,5-T inhibi6é la germi-
nacibn y previno la incorporacifn de los precursores marca-
dos dentro de la sapogenina. La incubacién proporciona una
cantidad adicional de diosgenina (25-a-epfmero) principal--
mente, la cual se puede explicar por la liberacifn del mate
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rial pre-existente enlazado, En contraste se encontr8, que
la germinacién involucra la sintesis de yamogenina (25-8-
epimero), y esta sfntesis si es sensible al fenoxifcido. -
La yamogenina adicional pudo haber sido sintetizada de nuevo
o a partir de diosgenina vfa de la sapogenina 4 (2n

Los efectos de la clorofenil tiotrietil amina (CPTA)
sobre el incremento en el contenido de esteroides, protefnas
y pigmentos en trigo c,v. Hércules, fueron examinados por
Lier, J. B, y Lacroix, L. J. en 1974,'7 por aspersifn del -
compuesto en plantas en diferentes estados de crecimiento.
Se obtuvieron 8ptimos resultados de la utilizacién del com-
puesto en trigo, cuando la aplicacifn se llev6 a cabo en --
una concentracifén de 40 onzas por acre, en pléntulas de una
semana después de florecer.

En 1973 Geuns, J. M. C. y Vendrig, J. C.% realizaron
un trabajo que muestra el control hormonal de la biosintesis
de esteroles en Phaseolus aureus; para ello utilizaron sec-
ciones de hipoc6tilos de habichuelas de 1, 3 y 5 cm y encon
traron que el 4cido naftalenfcetico (ANA) incrementa el con
tenido de esteroles, principalmente en las secciones de 1la
zona del crecimiento de elongaci8n, mientras que no hay es-
timulaci6n significativa en tejidos de hipoc8tilos de 3 y
S cm,

Para 1976 estos autores y otros, en cste mismo siste-
ma® de hipoc6tilos de habichuclas de Phaseolus aureus, con-
cluyen también, que hay una alta proporcibn en la biosinte-
sis de esteroles en tejidos de crecimiento activo, mientras



que, en tejidos mds viejos, la sintesis de esteroles es dis-
minufda por un bloqueo después de la sintesis de cicloarte-

nol y que el envejecimiento estf acompafiado por un incremen-
to de la proporcién de stimasterol/sitosterol, 1o cual re-

fleja una alteracién en las propiedades de la membrana.

2) Cultivo de tejidos.

La diosgenina se ha aislado principalmente de los
tub&rculos de Dioscoreas; sin embargo, ya se encuentran es-
tablecidos cultivos de tejidos de &ste y de otros géneros
de plantas, que contienen cantidades apreciables de esteroi
des.

Kaul, B. y Staba, J.,'® en 1968, describieron que cul-
tivos de tejidos en suspensifln y estfticos diferenciados y
no diferenciados de Dioscorea deltoidea Wall, crecidos en -
el medio de Murashige y Skoog, (utilizado también en tabaco)
con y sin 2,4-D respectivamente, 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 produccifn de diosgenina,

Stohs, S. J., Kaul, B, y Staba, E. J.,?® en 1969, ob-
servaron en un cultivo en suspensifn de células no diferen-
ciadas de Dioscorea deltoidea, que el colesterol marcado




4-Ycy 26-1‘C se convierte en diosgenina marcada, ademfs de
incorporarse en otros esteroles; y que la proporcifn de dios-
genina incorporada es mayor que en sistemas anteriormente re-

portados.

Cultivos diferenciados (rafces) producen solamente tra-
zas de diosgenina, Compardndolos con las cantidades signifi-
cativas obtenidas en los cultivos no diferenciados y teniendo
evidencias de que en estos Gltimos hay un mayor ndmero de mi-
tocondrias, los autores dan una posible explicaciln de esta
diferencia, ya que las mitocondrias estan fntimamente relacio
nadas con la biosfntesis de esteroles en plantas,?®

Los cultivos de callos derivados de las semillas germi-
nadas de Dioscorea tokoro Makino, retienen 1a habilidad de
sintetizar diosgenina en un medio de cultivo, durante un aflo,
en un perfodo similar al de las semillas en estado de laten-
cia (Yutaka, T,, Uomori, A. y Minato, H,, 1969).%’

En un estudio de 16 semanas con cultivos de callos no
diferenciados de Dioscorea deltoidea, llevado a cabo por -
Kaul et al,'® en 1969, se produjo mayor cantidad de diosge-
nina en la presencia de 0.1 ppm de 2,4-D que en su ausen-
cia, Los cultivos en suspensién no diferenciados produje-
ron alrededor de 1.6 3 de diosgenina en 56 dfas, después de
lo cual decrece gradualmente, mientras que el miximo creci--
miento célular fué registrado entre los 14 y 21 dfas. El su
ministro inicial y pausado de varios niveles de colesterol
(10 a 100 mg/matraz) sobre cultivos en suspensifn de Dioscorea




deltoidea, no produce alteraciOn significativa en el peso ce
lular seco. El suministro lento del colesterol alimentado
(10 a 100 mg/matraz), estimul® la produccién de diosgenina
al décimo dfa de incubacifn, mientras que, el suministro ini
cial @nico, caus8 inhibici6n., El1 grado de estimulacifn en -
la produccif6n de diosgenina fué mds grande a niveles mas al-
tos de colesterol (100 mg/matraz). Las células cosechadas a
los cuarenta y dos dfas, se pueden comparar con aquellas alj
mentadas pausadamente con los niveles mds bajos de coleste-
rol (10 mg/matraz) y cosechadas a los veintidn dfas. Una -
concentracifn alta (0.5 §) de un extracto de levadura propor
cion6 una mayor induccifn de diosgenina por gramo en peso se
co, pero este efecto se nulifica porque se reduce el creci-
miento celular,

Una concentracifn de 0.1 ppm, de 2,4-D o simazina, fue
ron Optimas para el crecimiento y la produccifn de diosgeni-
na. E1 8cido asc6rbico actué como inhibidor tanto para el
crecimiento celular como para la produccién de diosgenina en
todos los niveles (10 a 100 mg/matraz) examinados,'®

vagdjfalvi, D., Mar6ti, T., y Tétényi, P., en 1970,2*
aislaron diosgenina de cultivo de callos de Solanum - --
laciniatum, en cantidades idénticas a las plantas de campo.

Heble, M. R., et al,'! analizaron cultivos de tejidos
de Solanum xanthocarpum que previamente habfan mostrado ser
capaces de sintetizar solasodina, B-sitosterol y diosgenina
y los sujetaron a la influencia de diferentes hormonas de -
plantas tales como 2,4-D (que sirve como control), fcido 3-
indol-3-acético (A.I.A.), ficido indol butfrico (A.I.B,), ci
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netina y 8cido giberélico (GAS)' 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,
ademfis, es posible que ciertas funciones sean reducidas o sim
plificadas bajo las condiciones de cultivo, mientras que -
otras son enaltecidas, como lo muestra la ausencia de solaso
dina y el aumento de diosgenina con la aplicacifn exégena de
AIA o AIB en el medio.

Para 1974 Stohs, S. J., Sabatka, J, J, y Rosemberg, -
H.2% 2% jpcubaron cultivos en suspensi6n de Dioscorea - -
deltoidea con sitosterol marcado y encontraron que éste se
incorporaba en disogenina en una proporcién considerable; -
ademfs establecen que el C-23 no se involucra en esta trans-
formacifn y que la primera etapa en la ciclizacién de la ca-
dena lateral del esterol es la oxigenaci6n en el C-26,

También en cultivos de tejidos en suspensifn de - ---
Dioscorea deltoidea, Jo. G. Marshall y Staba John E.,!® en
1975, probaron los efectos hormonales sobre la biosintesis,
de hormonas como 2,4-D,, AIB, isopentiladenina (IPA) y ben-
ziladenina (BA), por separado y en combinaci6n encontrando -
que medios con 2,4-D favorecen mis frecuentemente la produc
ci6n de diosgenina, mientras que altas concentraciones de -

BA y GA son téxicas.
Meses mis tarde estos autores describieron!® los efec

tos de otras hormonas naturales y sintéticas tales como AIA,
AIB, BA, O(y, y-dimetilamino) purina y 2,4-D sohre la pro
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duccién de diosgenina en cultivos en suspensi6n de Dioscorea
deltoidea. Las hormonas se¢ combinaron y se probaron a cua-
tro concentraciones diferentes., El mayor crecimiento y la
mejor produccién de diosgenina (0.59 - 0.95 % por peso seco
después de 3 semanas) se obtuvo con 0.1 mg/lt de 2,4-D en

el medio. Se identificaron ademfs de la diosgenina, sitoste
rol, estigmasterol 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 tubérculos, se obtuvieron
callos no diferenciados. Los callos aislados permanecen no
diferenciados cuando se utiliza 1 mg/1t de 2,4-D 6 0.25 --
mg/1t de AIA con 0.25 mg de cinetina en un medio suplementa-
do con 1g/1t de mioinositol., Ademis reportan que se desarro
1l1an numerosas raices cuando los callos se transplantan y se
elimina el 2,4-D, o si 1la concentracifn de AIA se incrementa
a 0.5 mg/lt. La concentracifn de sapogenina cristalina fué
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 biosIntesis de esteroides es importante para poder inten-
tar un contro) en la produccién de estos compuestos.

Heftmann, Bennett y Bonner,!? establecieron en 1960,
la incorporacién de acetato radioactivo en diosgenina, aun-
que la mayorfa de cste acetato es convertido en otros pro-



ductos por tubérculos de Dioscorea.

En 1963 Bennett, R. D., et al,’ estudiando la biosinte
sis de esteroles y sapogeninas en Dioscorea spfculiflora, --
trataron plantas con acetato y mevelonato marcados y anali-
zaron los productos de sfintesis en rafz y tallo, encontrando
que sf hay una relacifn secuencial en la biosintesis de 8-si
tosterol y estigmasterol, este dltimo es formado por deshi-
drogenacifn de sitosterol en la cadena lateral. Por las al-
tas actividades especificas de colesterol junto con las pe-
quefias cantidades presentes sugieren que puede ser un precur
sor de las sapogeninas. También encontraron que la diosgeni
na y la yamogenina son formadas a partir de un mismo precur-

sor.

Graebe., J. E.” incorpor6 mevalonato 2-"C marcado en
Kaureno, escualeno y fitoeno, usando un sistema de células
libres de frutos j6venes de chicharo, y afirma que el escua-
leno es un producto com@n del fcido meval8nico en animales,
plantas superiores y microorganismos. En este trabajo se con
cluye que los requerimientos necesarios para la biosfntesis -
de escualeno para una Optima produccién son 3 mM de ATP con
25 mM de piruvato de fosfoenol, mds de 12 nM de Mg Cl,, 1aM
de MnCl2 y un pH de 6.5-7.5. Ademfs Graebe establece que el
camino de sfntesis de isoprenoides en plantas permite la for-
macién de esteroides a partir del escualeno.’

En un homogeneizado de hojas dec Dioscorea floribunda se -
incub6'* una saponina esteroidal de cadena abierta (furosta-
nol I) y se vié que ésta se convertfa en dioscina, que por




hidr6lisis daba diosgenins pura. Este experimento y otros an
teriores de los autores, Joly, A. R. et al., demostraron que
la biosintesis de dioscina en Dioscorea floribunda es a par-
tir del colesterol vfa el furostanol I.

Stohs, S. J., Kaul, B. y Staba E, J.,2% en un cultivo
de células en suspensibn no diferenciadas de Dioscorea deltoi
dea, encontraron que dos tipos de colesterol, uno marcado en
el C-26 y el otro marcado en el C-4, eran incorporados a la -
molécula de diosgenina y por ser ambos metabolizados en canti
dades casf iguales los autores sugieren que toda la molécula
de colesterol esta involucrada en la biosintesis de la sapoge
nina.

En 1973, Geuns, M. C. y Vendrig J. C.® encontraron que
el Scido naftalenacé@tico (ANA) incrementa considerablemente
la proporcifn de estigmasterol/sitosterol, después de haber -
incubado hipoc6tilos de 1 cm. de longitud de Phaseolus aureus,
lo que sugiere que existe una etapa comln, antes de la forma-
ci6bn de estos esteroides, y que adem8s es influenciada por la
presencia del ANA. También se observa que el ANA aumenta el
contenido de esteroles de esta planta y el incremento de esta
sintesis puede ser explicado por una estimulada proporcibn de
conversibn de cicloartenol (CA) en esteroles,

Otros autores, en 1974,2**?% epcontraron que el sitoste
rol marcado se incorpora en diosgenina en cultivos en suspen-
si6n de Dioscorea deltoidea.

4) Sitios de sintesis,

Los sitios de sintesis dc esteroides se han estudia



do a diferentes niveles, a nivel de 6rganos en la planta’ y
a nivel de organelos en la célula,?®

Existen varios trabajos sobre este tema sin embargo
s6lo mencionaremos aquellos que tratan de esteroides y par
ticularmente de la diosgenina.

En 1963 Bennett, R. D. y colaboradores® indicaron que
los sistemas de v8stagos de Dioscores spiculiflora particu-
larmente son los sitios de sintesis de esteroides y que el
material sintetizado es rdpidamente transportado a8 los tu-
bérculos.

Resultados obtenidos?® en cé€lulas en suspensibn de -
Dioscorea deltoidea, de los anflisis cualitativos y cuanti-
tativos de esteroles y sapogeninas en la forma libre y gli-
cosfdica, asociados con cada fraccién subcelular, sugieren
que los sitios de mayor metabolismo y almacenamiento de co-
lesterol en Dioscorea deltoidea son las fracciones mitocon
driales, microsomales y citoplfsmicas, y que gran parte de
este colesterol es transformado en diosgenina y otros este-

roides.

S) Transporte de Metabolitos.

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

En 1963, Bennett y colaboradores® observaron que la
actividad biosfntetica de los vistagos c¢s la mds alta cuan-
do compara la incorporacién del dcido mevalénico dentro de
los 11pidos de este sistema, y al encontrar que las cantida
des de todos los esteroides es mas baja que on los tubércu-
los sugleren que 1a hiosintesis de esteroides es mayor en los



vistagos, pero que el sintetizado es rfpidamente transportado

al tubérculo.
6) Tubérculo.

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

Heftmann, Bennett y Bonner, en 1960,!? se interesaron
por estudiar la biosintesis de esteroides a partir del aceta
to via fcido mevalfnico y en estos estudios utilizaron tubér
culos de Dioscoreas por ser este género rico en diosgenina.

Figura No. 1

Dividieron un tubfrculo de Dioscorea floribunda en sec
ciones, segn 1a figura No. 1, La incubaci6n de cada una de
las partes mostré que habfan diferencias significativas en cl
contenido de diosgenina y en la actividad biosintética, siendo




la porcifn cercana al vistago 1a mfs rica en diosgenina. La
incorporacifn de acetato de sodio 1-'"C en diosgenina por 1la
parte mis baja es menor que en el caso de las otras porcio--
nes, por lo que estudios de la biosIntesis de esteroides se
llevan a cabo con homogeneizados de tubérculo.

Estudios realizados con estos homogeneizados demuestran
la incorporacifn de acetato de sodio radioactivo en diosgeni-

Un estudio reciente de las saponinas de rafz de Diosco-
Tes floribunda!®’ muestra que 1la hidr6lisis Scida dié diosgeni
na como la Onica sapogenina, encontrando ademfs que &sta se
encuentra formando parte de cinco glic8sidos diferentes, los
cuales se identificaron ampliamente.

Rozanski A.2? 1972, propone un método simplificado de
extraccifn de diosgenina de tubérculos de Dioscorea y su de-
terminacifn por Cromatograffa gas-lfquido,

7) Degradacifn de la diosgenina,

La degradacifn de diosgenina se ha manifestado prin
cipalmente en los procesos de extraccién por hidr8lisis fci-
da. Este efecto presenta grandes problemas en la evaluacifn
cuali y cuantitativa de la sapogenina por 1o que se ha trata
do de evitar por varios métodos. Algunos productos de la de
gradaci6n ya han sido identificados.

- 16 -



B. D. R,, Et al,,’ encontraron en 1963, que la deshi-
dratacifn de sapogeninas a A’"* dienos, bajo condiciones -
Scidas, presenta un problema en los estudios cuantitativos y
se puede disminuir su formacién por el uso de una capa de ben
ceno con la cual las sapogeninas son extrafdas cuando las sa-
poninas son hidrolizadas.

Hardman, R.,'" en 1972,encontr8 que la fermentacifn de
camotes antes de la hidr6lisis reduce la formacién del dieno
y sugiere ademfis que el proceso podrfa liberar la diosgenina
del glic6sido almacenado.

En una obtenci6n com@n de diosgenina,'® utilizando HC1,
seguida por la extraccifn con CHCly se identific6 al 25-a-
spirosta-3,5-dieno como artefacto del procedimiento de hidré
lisis. Los autores de este trabajo investigan las condicio-
nes de hidr6lisis para minimizar la produccifn del dieno y au
mentar la produccifn de diosgenina, Las condiciones que en-
contraron son calentar a reflujo el tejido seco durante 2 ho
ras con 8cido clorhfdrico al 20%.






111, PARTE EXPERIMENTAL QUIMICA

3.1 Condiciones Generales,

Los espectros de Infrarrojo (IR) se determinaron en un
espectrofotémetro Perkin-Elmer 337, en pelfcula los 1fquidos
y en p:stilla los s6lidos, Las absorciones en IR se expresan
en cm .

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de
los compuestos se determinaron en un aparato Varian T-60, uti
lizando cloroformo deuterado (CDCIS) como disolvente, a menos
que se especifique otro, Se utiliz8 Tetrametil-Silano (TNS)
como referencia interna, Los desplazamientos quimicos se ex-
presan en partes por millén (ppm). La descripcibn de los es-
pectros se hizo de la siguiente manera: s=singulete, dedoble
te, tstriplete, q=cuartete y m=multiplete. Las constantes
de acoplamiento (J) se dan en ciclos por segundos (cps).

La cromstograffa en capa fina, tanto para control como
para purificaci6n se hizo utilizando Gel de Silice GF-254

Merck.

Los puntos de fusifn se determinaron en un aparato - -
Fischer-Johns, y se reportaron los valores sin correccifn.
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3.2 Sintesis de Biorreguladores emplcados,

Sfntesis de: Cloruro de p-fluorobenzoato de
2-etil-N,N-dietilamonio. (1G)

METODO (A)

En un matraz de 2 bocas de 250 ml, provisto de un con-
densador en posici6n de reflujo protegido con trampa de cloru
ro de calcio y un embudo de adiciln, se colocaron 5 g - -
(0.042 moles) de 2-dietilaminoetanol disueltos en 50 ml de -
benceno y se adicionaron lentamente y con agitacifn 7.45 g
(0.047 moles) de cloruro de p-fluoro-benzoflo, disueltos en
SO ml de benceno. Se agit6 por 4 horas y después se calent$
a reflujo por 45 minutos. Al terminar, la mezcla se filtré
y el precipitado se lav8 con hexano, En la recristalizacifn
del producto se utiliz6 acetato de etilo como disolvente, que
al enfriarse produjo cristales blancos de cloruro de para-
fluorobenzosto de 2 etil-N,N-dietilamonio, con punto de fu--
sién de 115-117°C, (5.45 g). La concentracifn de las aguas
madres produjo una cantidad adicional de producto (3.85 g).
El rendimiento total calculado ful de 87.42%,

La caracterizaci6n del producto por su espectro de IR
present6 las siguientes bandas: 3020 d (v. C-H Ar), 2970,
2900 d (v. C-H de metilos), 2920, 2870 d (v. C-H de CH, ali-
fotico), 2640 m (v. H-N cuaternario), 1740 f (v, C=0 ester),
1600 f (v. C=C Ar), 1270 f (v, C-0-C ester asim,), 1100 f (v.
C-0-C ester sim.), 770 f (v, para sust, Ar.),



La caracterizacifn del producto por su espectro de RMN --
present8 las siguientes sefiales: 1.45 ppm (t, J=7.0 cps,
'c"Z'CHS)' 3.30 ppm (q, J=7.0 cps, N-CHZ-CHS). 3.52 ppm (t,
J=5.5 cps, O-CHz—CHz-N), 4,89 ppm (t, J=5.5 cps, O-CHZ-CHZ-N).

7.09-8.21 ppm (m, H-AT),

Siguiendo el método (A) se hicieron todas las siguientes
reacciones de esterificacién:

Sintesis de: Cloruro de m-bromo-benzoato de 2-etil-N,N-
dietilsmonio. (2G).

Se colocaron 5 g, de 2-dietilaminoetanol (0,0427 moles),
disueltos en 25 ml de benceno y se adicionaron 10.32 g (0.047
moles) de cloruro de m-bromobenzoilo, disueltos en 25 ml de --
benceno. Se agit6 durante 60 horas y se calento a reflujo por
30 minutos., Al terminar, la mezcla se filtr6 y el precipitado
se recristaliz6 de etanol, obteniendose cristales blancos de -
cloruro de m-bromobenzoato de 2-etil-N,N-dietilamonio, con pun
to de fusibn de 181-182°C. E1 rendimiento calculado fué de --
62.46 { que corresponden a 8.97 g del producto recristalizado.

La caracterizacifn del producto por su espectro de IR --
present6 las siguientes bandas: 3020 d (v. C-H Ar), 2960,
2890 d (v. C-H CHS), 2920, 2870 d (v. C-H de CHZ alifdtico), -

2620 f (v. H-N cuaternario), 1735 f (v. C=0 ester), 1600 d (v.
C=C Ar), 1250 f (v. C-0-C ester asim.), 1130 f (v, C-0-C ester
sim.), 745 m (v. m-sust, Ar).

l.a caracterizacifn del producto por RMN present6 las si-
guientes sefiales: 1,42 ppm (t, J=7,0 cps, 'CHZ'CHS)' 3.27 ppm
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(q, J=7.0 cps, N-CHZ-CHB), 3.48 ppm (t, J=5.5 cps, O-CHZ-CHZ-N)
4.90 ppm (t, J=5.5 cps, O-CHZ-CHZ-N), 7.29-8.20 ppm (m, H-AT).

Se prepar6 l1a amina libre del 8cido clorhfdrico, para ob
tener su espectro de RMN y caracterizar mejor el producto. La
RMN de 1a amina presenta las siguientes sefiales: 1,14 ppm (t,
J=7.5 cps, -CH,-CHy), 2.70 ppm (q, J*7,5 cps, -CH,-CHy), 2.90

ppm (t, J=6.75 cps, —CHZ-CHZ-N), 4.49 ppm (t, J=6.75 cps, -O-
CHZ-CHZ-N), 7.32-8.32 ppm (m, H-Ar).

Sintesis de: Cloruro de 1-naftoilato de 2-etil-N,N-
dietilamonio. (3G),

Se colocaron S g de 2-dietilaminoetanol (0.0427 moles),
disueltos en 75 ml de benceno, y se adicionaron 8.95 g (0.047
moles) de cloruro de 1-naftoilo, disueltos en 100 ml1 de bence-
no. Se agit6 por 18 horas y se calent6 a reflujo por 35 minu-
tos. Al terminar, la mezcla se filtr8 y el precipitado se re-
cristalizé 2 veces de metanol-éter. Se obtuvieron 2,96 g de
cloruro de 1-naftoilato de 2-etil-N,N-dietilamonio, como cris-
tales blancos de punto de fusifén de 161-162°C, temperatura a -
la que sublima. La concentracién de las aguas madres di6 una
cantidad adicional de producto (2.90 g). El rendimiento total
calculado fué de 44.9 §.

E1l espectro de IR presentd las siguientes bandas: 3030
d (v. C-H Ar), 2960, 2890 d (v. C-H de CHS). 2920, 2860 d (v.
C-H de CHy), 2650 m (v, H-N cuaternario), 1710 f (v. C=0
ester), 1600 d(v, C=C Ar), 1235 f (v. C-0-C ester asim.), 1130
f (v. C-0-C ester sinm.),



El espectro de RMN mostr6 las siguientes sefiales: 1,40
ppm (t, J=7,0 cps, CHZ'CHS)' 3.28 ppm (q, J=7,0 cps, N-CHZ-

C“S)' 3.57 ppm (t, J=5.5 cps, -CHZ-CHZ-N), 4.95 ppm (t, J=5.5
cps, O-CHZ-CHZ). 7.46-9.02 (m, H-Ar),

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

Se colocaron 5 g (0,0427 moles) de 2-dietilaminoetanol,
disueltos en 70 ml de &ter etflico, y se adicionaron 8.95 g
(0.047 moles) de cloruro de 2 naftoflo, disueltos en 125 ml
de éter. Se calenté a reflujo por 45 minutos y se agité por
12 horas a temperatura ambiente. Al terminar, la mezcla se --
filtr6 y el precipitado se lavé con 150 ml de 8ter. De este
precipitado se cristalizé solamente la parte soluble en meta--
nol. E1 producto se cristalizé 2 veces de metanol-éter y se
obtuvieron 5.67 g de cloruro de 2-naftoilato de 2-etil-N,N-die
tilamonio con punto de fusi6n de 165-166°C. La concentracién
de las aguas madres produjo una cantidad adicional de producto
(4.55 g). El1 rendimiento total calculado fué de 77.81 %,

La caracterizaci6n del producto por su especto de IR pre
sent8 las siguientes bandas: 3020 d (v. C-H Ar), 2950, 2880 d
(v. C-H de CHy), 2900, 2850 d(v, C-H de CH, alifdtico), 2600 m
(v. H-N cuaternario), 1720 f (v. C=0 ester), 1620 d (v. C=C
Ar), 1280 f (v. C-0-C ester asim.),

La caracterizaci6bn del producto por su espectro de RMN
present6 las siguientes sefales: 1,49 ppm (t, J=7.0 cps, CH,-



C"3)- 3.31 ppm (q, J=7.0 cps, N-cuz-cus), 3.55 ppm (t, J=5.S
cps, CHz-CHZ-N), 4.98 ppm (t, J=5.5 cps, vO'CHZvCHz), 7.67-
8.05 ppm (m, H-Ar), 8.73 ppm (s, H-Ar).

Sintesis de: Cloruro de crotonilato de 2-etil-N,N-dieti}
amonio, (5G).

Se colocaron 6.16 g (0,0526 moles) de 2-dietilaminoeta-
nol, disueltos en 50 ml de benceno seco, y se le adicionaron
S g (0.0478 moles) de cloruro de crotonilo disueltos en 100 ml
de benceno. Se agit6 por 12 horas y se calent8 a reflujo por
4S minutos. Al terminar, la mezcla se filtr6 y el precipitado
se cristaliz6 primero de acetato de etilo y después de 2 veces
de metanol-&ter. En la recristalizacién se obtuvieron 2.88 g
del cloruro de crotonilato de 2-etil-N,N-dietilamonio, con pun
to de fusién de 99-102°C. De las aguas madres se obtuvo una
cantidad adicional (3.88 g) de producto impuro. E1 rendimien-
to total calculado fué de 63,72 .

La caracterizacifn del producto por su espectro de IR
present8 las siguientes bandas: 2950 d (v, C-H de CHS). 2910,

2860 d (v. C-H de CHZ alifftico), 2630 m (v. H-N cuaternario),

1725 f (v. C=0 ester), 1650 m (v. C=C), 1170 f (v. C-0-C es-
ter).

La caracterizacién del producto por su espectro de RMN
mostr6 las siguientes sefiales: 1.52 ppm (t, J=7.0 cps, CHZ-

CH3), 1.99 ppm (dd, J=3.0 cps y J=7.5 cps, CHS-CH-CH), 3.37
ppm (q, J=7,0 cps, CMS-CMZ). 3,51 ppm (t, J=4,5 cps,-N4H24Mi
0), 4.78 ppm (t, J=4.5 cps, N-CHZ-CHZ-O), 6,0 ppm (qd, J=3.0
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cps y J=15.0 cps, -co-gﬂ-cu.cu3), 7.19 ppm (qd, J=7.5 cps y
J=15.0 cps, -CO-CH=CH-CHy).

Preparacifn de: Cloruro de 2,4-diclorofenoxiacetilo.
(intermediario).

En un matraz de 2 bocas de 1000 m1, provisto de un conde
sador en posicifn de reflujo protegido con trampa de cloruro
de calcio anhfdro y un embudo de adicién, se colocaron 100 g
(0.4524 moles) de 4cido 2,4-diclorofenoxiac8tico suspendidos en
500 ml de CHCls se adicionaron lentamente y con agitacibn ----
65.68 ml1 de cloruro de tionilo (107.59 g que corresponden a --
0.904 moles) disueltos en 250 ml de CHCl3 y se mantuvo en ca-
lentamiento a reflujo por 48 horas para que la reaccifn se com
pletara, observindose la desaparicién del precipitado. Al ter
minar, la mezcla se evapor6 en el rotavapor y despufs se lavé
3 veces con volumenes de 125 ml cada uno de CHCl3 eliminando -
el disolvente en rotavapor, El residuo obtenido fué un 1fqui-
do café que se destild bajo presién reducida, recogiendo la --
fraccibn que destila a 120°C y 1,1 mm de mercurio, obteniéndo-
se un 1fquido incoloro,

La cantidad de producto obtenido fué de 96,16 g que co--

rresponde a un rendimiento de 88.72 %,

Sintesis de: Cloruro de 2,4-diclorofenoxiacetilato de 2-
etil-N,N-dietilamonio. (7G).

Se colocaron 2,22 g (0.0189 moles) de 2-dietilaminoetanol,
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disueltos en 75 ml de cloroformo, y se adicionaron 5 g (0.0208
moles) de cloruro de 2,4-diclorofenoxtacetilo, disueltos en
100 m1 de CHCls. Se agit6 por 24 horas y se calent§ a reflujo
por 3 horas hasta desaparicifn del precipitado. Al terminar,
la mezcla se filtr8 y el precipitado se recristalizé de meta--
nol-8ter. Se obtuvieron 5.74 g (84,92 % de rendimiento) de --
cristales blancos de cloruro de 2,4-diclorofenoxiacetilato de
2-etil-N,N-dietilamonio, con punto de fusi6n de 139-141°C.

La caracterizacifn del producto por su espectro de IR -
present8 las siguientes bandas: 3040 d (v. C-H Ar), 2960,
2870 d (v. C-H de CHg), 2930, 2855 d (v. C-H de CH,), 2610 m
(v. H-N cuaternario), 1745 f (v. C=0 ester), 1260 f (v. C-O-

C ester asim.), 1070 f (v, C-0-C ester sim.).

La caracterizacién del producto por su espectro de RMN
presentf las siguientes sefiales: 1,37 ppm (t, J=7.5 cps,
-CHz-CHS), 3.28 ppm (q, J=7.5 cps, -CHz-CHS), 3.51 ppm (t, J=

5.25 cps, -CHZ-CHZ—N), 4,65 ppm (t, J=5.25 cps, -O-CHZ-CHZ-N).
S.05 ppm (s, -0-CH2~C-O), 7.18-7.49 ppm (m, H-Ar).

Preparacifn de: Cloruro de 2,4,5-triclorofenoxiacetilo
(intermediario).

En un matraz de 2 bocas de 250 ml, provisto de un conden
sador en posici6n de reflujo protegido con trampa de cloruro de
calcfo anhfdro y un embudo de adicién, se colocaron 10 g - -
(0.03918 moles) de 4cido 2,4,5-triclorofenoxiacético, suspendi
dosen 100 m1 de cloroformo, y se adicionaron lentamente y con

agitacibn 5.534 ml (0.07827 moles) de cloruro de tionilo disuel
tos en 75 ml de CHCI3. Se mantuvo en calentamicento a reflujo
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por 24 horas hasta que desapareci8 el precipitado. Al termi-
nar, la mezcla se evapord en el rotavapor y después se lavé 3
veces con volumenes de 75 ml cada uno de hexano eliminando el
disolvente tambi&n en rotavapor. El precipitado se cristalizé
rApidamente de hexano. Se obtuvieron cristales blancos de clo
ruro de 2,4,5-triclorofenoxiacetilo, con punto de fusibn de -
58-61°C. La cantidad obtenida fué de 8.48 g con un rendimien-
to calculado de 93.28 .

Stntesis de: Cloruro de 2,4,5-triclorofenoxiacetilato
de 2-etil-N,N-dietilamonio. (8G).

Se colocaron 7.5 g (0,0273 moles) de cloruro del &cido
2,4,5-triclorofenoxiacético, disueltos en 100 ml de clorofor-
mo, y se adicionaron 3.18 g (0.02717 moles) de 2-dietilamino-
etanol disueltos en 50 ml de cloroformo. Se agit68 durante S
dfas y se calent6 a reflujo por 24 horas. Al terminar, la --
mezcla se evapor6 en el rotavapor y el precipitado se recris-
taliz6 dos veces de metanol-éter, Se obtuvieron cristales --
blancos de cloruro de 2,4,5-triclorofenoxiacetilato de 2-etil
-N,N-dietilamonio, con punto de fusibn de 159-162°C. El ren-
dimiento calculado fue de 51,52 V4, que corresponden a 2.45 g
del producto recristalizado y 3.02 g de producto adicional que
se encontraba en las aguas madres.

La caracterizacién del producto por su espectro de IR
present6 las siguientes bandas: 2975, 2885 d (v. C-H de CHS).
2940, 2860 d (v. C-H de CHZ alifftico), 2635 m (v. H-N cuater
nario), 1775 f (v. C=0 ester), 1595 d (v. anillo aromftico es



queleto), 1495 £ (v. C=C Ar), 1196 £ (v, C-0-C ester asim.), -
1096 £ (v. C-0-C ester sim.).

La caracterizacién del producto por RMN presenté las si-
guientes sefisles: 1.35 ppm (t, J=9,0 cps, -Cl-lz—CIlJ), 3.13 ppa

(q, J=9.0 cps, N- C“Z'CHS) 3.30 ppm (t, J=6.0 cps, -Cllz-Cﬂz-N),
4.70 ppm (t, J=6,0 cps, O- (:Ilz Cllz), 4,92 ppm (s, -O- Cllz-COO),
7.27-7.51 ppm (m, H-AT).






IV. PARTE EXPERIMENTAL BIOLOGICA
4.1 Condiciones Generales,

Aparatos:

La cromatograffa de gases se llev6 a cabo en un ---
cromatfgrafo de gases Perkin-Elmer, modelo 3920, Se utiliza-
ron 2 columnas diferentes, por lo que en cada muestra se espe-
cifica la columna empleada (Ver Procesamiento de muestras).
Las columnas fueron: Columna de vidrio de 6 pies de longitud,
1/8 de pulgads de difimetro con fase 1fquida OV-17 a1l 3 % con -
soporte CGQ de mallas 100/120 y la columna de 6 pies de longi--
tud de 1/8 de pulgada de difimetro con fase lfquida OV-101 al
3 1 con soporte WAW DMCS de malla 80/100.

El gas acarreador ful nitrégeno con un flujo de 30 ml/
min,

El detector utilizado fu@ dc ionizacifn de flama FID con
gas hidr6geno a 1.5 Kg/cnz y aire a 3,5 lg/cnz.

La temperatura de 1a columna, del inyector y de la inter
fase se especifican para cada muestra. (Ver Procesamiento de -
muestras).

La velocidad de 1a carta del graficador fué de 12 pulga-
das por hora.
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El disolvente utilizado fué xileno.

Las curvas de calibracién se prepararon utilizando mez
clas de 5a-colestan-3-8-0l (p, £. 141,5-142°C) como stén-
dard interno y diosgonina (p. f. 204-207°C). Cada una de -
ellas muestra un solo pico en la cromatograffa de gases.

Célculos:

La determinacién de diosgenina se 1llev8 a cabo inyec-
tando por duplicado 2 ul del extracto xil&nico proveniente de
1a hidr6lisis extraccifn de cada muestra y calculando el pro
medio de las proporciones de las freas o de las alturas (A)
de los picos.

El contenido de diosgenina del tubérculo seco se calcu
16 usando la férmula:??

n
% Diosgenina= —A-s . L * 100
b Iz

donde'!&" es 1a masa del stfndard interno; "nz" es la masa -
del barbasco seco; "a' es la interseccifn de 1a curva de ca-
libracién con el eje "y", por dltimo "b" es la pendiente de
1a curva de calibracién.

A los porcentajes de diosgenina de las muestras trata-
das por los métodos (H), (1), (J) y (K) se les hicieron and-
lisis estadfsticos utilizando 1a distribuci6n "t de Student".



E1 valor de "t'" se calcull mediante la fOrmula:

X-Y-a

2 Y Y4 2 \1/2
(1,1)”2(zx1’“xx otvj-n’v )
Y4
n‘n ll‘Ol'ly

Grados de Libertad: LI ny -2

te

donde: Xi- x,. xz...... Xn

Y- Y'. Yz...... n

) ox
) CHR 4 Xi
Mx i=1
1 “y
Y-n, ¢ ¥
y j-' j

Los cflculos se hicieron para A=0

El valor que se obtuvo de "t" se comparé en las tablas
de distribucién de "t" y se observé el porcentaje de confia-
bilidad de que las muestras son diferentes del control.



Los porcentajes de confiabilidad se indican de 1la si--
guiente manera:

* ¢ 85 %
** > 85 %
et ¢ 90 %

sese 5 90
saeee ¢ 98

sesese ¢ 99
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4.2 Mé&todos Aplicados.

Método (A)

Tratamiento (A).

Una rebanads de tejido fresco de rizoma de barbasco con
ciscara se colocd en un cristalizador de 400 ml y se adiciona
ron 10 m1 de solucién acuosa del compuesto a probar, en una -
concentracién de 1000 ppm y se dejé en reposo durante 7 dias.
Los compuestos probados fueron los ndmeros 1 y 2 por duplica-
do (Ver Figura No. 2), Al finalizar, la rebanada de camote
se retir6 de la solucifn y se sec6é en la estufa entre 100 vy
103°C durante 4 horas. El camote seco, con clscara, se molié
en un mortero hasta tener un polvo fino.

Hidr61isis-Extraccifn (A).

En un matraz de 50 ml se coloc6 una cantidad pesada de
barbasco finamente molido, una cantidad conocida de Sa-coles-
tan-3-8-01, 8 ml de xilecno y 8 ml de Acido clorhfdrico 3 N.
(Ver pdg. 54). El matraz provisto de un refrigerante de aire
se calent6 a reflujo con agitaci6n magnética vigorosa durante

4 horas.

Al terminar el calentamiento a reflujo, la mezcla se --
dej68 enfriar y se decant8 la solucién xilénica, la cual, sec -
analiz® c¢n e) cromatBgrafo de gases,??
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Figuras No. 2

Anflisis por cromatograffa de gases (A),

Se inyectaron por duplicado 2 microlitos (ul) del extrac
to xilénico de cada muestra en el cromatégrafo de gases, con
las condiciones necesarias (Ver pdg. 54).

La curva de calibracién se obtiene preparando, indivi--
dualmente, cuatro soluciones standard que contienen S, 10, 15
8 20 mg de diosgenina y 5 mg del standard interno en 6 ml de
xileno respectivamente. Se inyectan por duplicado 2 ul de --
cada solucién,

Por triangulaci6n se calcularon las freas de los picos
de diosgenina y del colestanol y se obtuvieron los promedios
de las proporciones de las Areas (diosgenina/colestanol) que
se graficaron contra los promedios de las proporciones de las

masas.
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Método (B)
a) Anfdlisis del tejido:

Tratamiento (B).

Una rebanada de tejido fresco de rizoma de barbasco
con c#scara, se coloc8 en un cristalizador de 400 ml1 con 10 -
ml de solucibn acuosa con una concentracién de 1000 ppa del
compuesto No. 1 y 100 mg de Benomil. (Ver Figura No. 2). Se
dej6 en reposo durante 8 dfas. Al finalizar, el tejido se re
tir6 de 1a soluci6n y se 1avlé con 75 ml de agua para quitar
el hongo formado, se sec6 a la estufa entre 100 y 105°C duran
te 4 horas. El camote seco con cfscara, se molié en mortero
hasta tener un polvo fino,

La Hidr6lisis-Extraccidn y el andlisis cromatogréfico -
se realizaron de 1a misma forma que el M&todo (A). (Ver pdg.
55 y §6).

b) Anflisis de la solucién acuosa.

La solucién acuosa y las aguas de lavado de las ---
muestras de tejido tratadas segdn el método (B) se juntaron y
se extrajeron con xileno.

En un embudo de separacifn de 250 ml se colocaron la so
lucibn acuosa y las aguas de lavado de cada muestra y se¢ tra-

taron con un volumen igual de xileno, que se emulsion®,

A la solucién xilénica se le adicion8 una cantidad
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conocida de Sa-colestan-3-B-ol (Ver p#g. 55) y se analiz6 por
cromatograffa dc gases de la misma manera que en el Método -

(A).

Método (C)

Tratamiento (C)

Camote de barbasco floribunda, de la regi6n de Tapachula
(Chiapas), se sembr6 en macetas y se mantuvo en el Invernadero
de la Divisién de Estudios de Posgrado (D.E.Pg), de la Facultad
de Quimica, hasta que la planta tuvo una foliaci6én frondosa.

Sobre las plantas se aplicaron, por rocfo, 25 ml de solu
cibn acuosa de los compuestos a probar en una concentracifn de
5000 ppm, con una pequefia cantidad de Ingsawet Ot-72 como agen-
te humectante. Los compuestos probados fueron los nGmeros 1 y
2.

A la planta se le hicieron cortes de camote peri6dicamen
te. El1 camote cortado se sec6 a la estufa entre 100 y 105°C
hasta que estuvo completamente seco, El camote, con cfscara,
se moli6 en mortero hasta tener un polvo fino.

Hidr6lisis-Extraccién (C).

En un matraz bola de 50 ml se coloc6 una cantidad pesada
del harbasco finamente molido, se afladieron 8 6 4 ml de una so-
Juci6bn de Sa-colestan-3-B-ol de concentracibn conocida en xile-
no y 8 6 4 ml de soluci6n de HC1 3N (ver pfginas 56 a s9). Al
matraz se le colocé un refrigerante de aire y se calento a reflujo



con agitaci6n magnética vigorosa durante 4 horas. Al terminar
el reflujo la mezcla se dejé enfriar, se centrffugo y se decan
té la solucién xilénica, 1a cual se analiz8 en el cromat6grafo
de gases de 1a misma forma que en el Método (A) (Ver pdginas

56 a 59).

Método (D)

Tratamiento, (D).

Se tomaron hojas y tallos por separado de barbasco flori
bunda de las plantas sin tratamiento, sembradas en maceta en
la D. E. Pg. Tanto las hojas como los tallos se secaron en la
estufa entre 100 y 105°C y se molieron en mortero.

La Hidr6lisis-Extraccif6n de las muestras se llev8 a cabo
segln el Método (C) (Ver pfg. 60).

Andlisis por Cromatograffa de Gases (D).

Se inyectaron por duplicado 2 ul del extracto xilénico
de cada muestra.

La curva de calibracién se obtuvo preparando individual-
mente tres soluciones stfndard que contenfan 10, 25 6 35 mg
de diosgenina y 10 mg del stfndard interno en 6 ml de xileno,

respectivamente,

Con las alturas de los picos de diosgenina y del colesta
nnl se obtuvieron los promedios de las proporciones de la altu
ra del pico de diosgenina, entre 1a altura del pico de colesta
nol, que se grafic6 contra los promedios de las proporciones

de las masas.
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La determinacifn de diosgenina de las muestras se llevé
a cabo inyectando por duplicado 2 ul del extracto xilénico de
cada muestra y calculando el promedio de las proporciones de
las alturas, el cual es directamente proporcional al contenido
de diosgenina.

Método (E)
Tratamiento (E).

Un trozo de barbasco floribunda de 1a regién de Tapachu
la, Chiapas, que se encontraba refrigérado, se corté en reba-
nadas.

En cuatro diferentes cristalizadores se colocé una reba
nada de tejido con céscara sobre papel filtro como lo muestra
la figura nGmero 3 y se adicionaron sobre el fondo del crista-
lizador, 20 ml de diferentes soluciones, mencionadas a continua
cién.

En un cristalizador se adicionaron 20 ml de agua; en --
otro se colocaron 20 ml de solucifn del compuesto No. 2 en una
concentracién de 1000 ppm (estos ensayos se repitieron poste-
riormente por duplicado en otro grupo de muestras); en otro
cristalizador se colocaron 20 ml de solucién de Sulfito de So-
dio (NazSOS) en un concentracién de S0 ppm; y en el Gltimo se

adicionaron 20 ml de solucién del compuesto No. 2 en una con-
centracién de 1000 ppm con 50 ppm de ansos.

los cristalizadores sc taparon y sc dejaron en reposo
durante 12 dfas. Al terminar, cada rebanada sc coloc6 en una
caja Petri y sc sec6 o la estufa entre 100 y 105°C, hasta que



estuviera completamente seca. Todo el camote se moli6 ¢n mor
tero para tener un polvo fino.

TEN,
[ e CANSTAL I ZADOR

L—-—-llﬁlt FILTRO
|-SoLvc/on
J

Figura No. 3

La Hidr8lisis-Extraccifn de las muestras se lleva a cabo
de 1a misma forma que el M&todo (C) y la Cromatograffa de ga-
ses segGn el M&todo (D) (Ver pégs, 60 Yy 62).

Método (F)

Tratamiento (F)

Un trozo de barbasco floribunda de la regifn de Tapachu-
la, Chiapas, que se encontraba refrigerado, se¢ cort6 en rebana
das. Cada rebanada se cort6 en trozos y estos trozos se molie

ron cn mortero hasta desmenuzar ¢l camote.

En cuatro diferentes matraces erlenmeyer de 50 ml, sc



depositan partes iguales del camote molido y se les adicionaron
20 m]1 de diferentes soluciones, quedando en suspensifn como se
muestra en la Figura No. 4,

Figura No, 4

A uno de los matraces se le adicionaron 20 ml de agua;
en otro se colocaron 20 ml de solucién del compuesto No. 2 --
(estos ensayos se repitieron posteriormente por duplicado en
otro grupo de muestas); en otro matraz se adicionaron 20 ml de
solucifn del compuesto ndmero 2 en una concentracién de 1000
ppm con 50 ppm de NAZSO3 y en el dltimo se adicionaron 20 ml
de solucién de leso3 en una concentracién de 50 ppm.

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 sc secaron a la estufa entre 100 y 105°C, has
ta que estuvieron secas completamente. Todo ¢l residuo sc ras
p6 de la caja y se molieron en mortero hasta obtener un polvo

fino.
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La Hidr6lisis-Extraccifn de las muestras se llevé a cabo
de la misma manera que en el Método (C) v la Cromatograffa de
Gases segln el Método (D) (Ver pfigs, 60 a 62).

Método (G)
Tratamiento (G).

A una sola muestra se le aplica este tratamiento. Un
trozo de barbasco refrigerado se secé en la estufa entre 100
y 105°C, hasts que el camote estuvo completamente seco se mo-
1i6 en mortero y se obtuvo un polvo fino,

Hidrélisis-Extraccién (G).

E1l polvo de barbasco se pes6 y la Hidr6lisis-Extraccifn
de 1a muestra se realiz8 segln el Método (C), reflujando duran
te 91 horas con agitacifn vigorosa. Al terminar el reflujo,
la mezcla se dej6 enfriar, se centrffugo y se decantf 1la solu-
cién xilénica, 1a cual se analiz6 por Cromatograffa de gases
segln el Método (D) (Ver plg.62 y 63).

Método (H)

Tratamiento (H).

A varios pedazos de camote refrigerado se les quité la
cdscara, se cortaron, se picaron en trocitos pequefifsimos y

se juntaron,
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Los trocitos se revolvieron y la mezcla se fraccionf en
varias partes, cada una de aproximadamente 2 gramos. Cada par
te se molié en mortero hasta que el barbasco se desmenuzl.

En un matraz Erlenmeyer de 50 ml se coloc6 el barbasco
desmenuzado con 20 ml de la solucién del compuesto a probar.
Cada compuesto se prob8 por duplicado en una concentracifn de
2500 ppm durante 12 dfas como lo muesta 1la Figura No. 4.

Los compuestos 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 SG.

El matraz se tap6 y la mezcla se vaci8 en una caja Petri
y se sec6é a 1a estufa entre 100 y 105°C hasta que qued6 un re-
siduo s6lido. ’

El residuo s6lido se rasp6 de la caja y se moli6 en mor-
tero hasta tener un polvo fino.

Hidr6lisis-Extraccifn (H),
La Hidr6lisis-Extraccién de las muestras se¢ realiz8 de
la misma maners que en el Método (C), variando solamente el -

tiempo de reflujo a S horas y sin agitacién magnética (Ver p§
ginas 63 a 68).

El andlisis por cromatograffa de gases se realizf segdn
el Método (D) (Ver pdginas 63 a 68),
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A varios trozos de camotes de Dioscorea florib

Método (I)

4

refri-

gerado se les quit8 la cfiscara y se cortaron en pedazos. Los
pedazos de barbasco se molieron con hielo en la licuadora en -
una proporcién de 10 g de agua por cada 2 g de barbasco. La
mezcla del camote con hielo se dividi6 en 42 partes iguales.

En un matraz Erlenmeyer de 50 ml se colocaron 10 ml de -
solucifn del compuesto a probar en una concentracién al doble
de la deseada y cada una de las partes de mezcla que contienen

aproximadamente 2 g de barbasco y 10 ml de agua frfa.

Cada --

compuesto se prob8 por duplicado a 2 tiempos diferentes,

Compuesto
No.

25
26
27
28
29
30
3
32
33

Los Compuestos Aplicados son:

Concentracifn de
1a solucién

2000

o s b b s

PPR
ppR
ppR
ppR
ppm
ppm
ppm
ppm
ppm
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Concentracifén de la
solucifn sl adicio-

narla

1000

NN NN NN

L il
ppm
ppR
ppm
ppm
ppm
ppm
ppm
ppm



El matraz con la mezcla se dej6 reposar durante 1 6 7
dfas. Al terminar este tiempo la mezcla se vaci6 completamen-
te a un matraz bola de 50 ml con junta 24/40 y se sec6 a la
estufa entre 95 y 100°C durante toda una noche hasta que queds
un residuo sélido.

Hidr6lisis-Extracci6n (I).

Al matraz con el barbasco seco previamente pesado, se le
adicionaron 4 ml de solucibn xilénica de Sa-colestan-3-8-o01 de
concentracifn conocida, (Ver pigs. 68 a 72) y 4 ml de solucién
de HC1 3N. Al matraz se le adapt8 un refrigerante de aire y se
calent8 a reflujo con agitacién vigorosa durante 4 horas. Al
terminar el reflujo la mezcla se dej6 enfriar, se centrifugl y
se decantd la solucién xilénica, la cual se analiz8 en el cro-
matégrafo de gases segdn el Método (D) (Ver pSginas 68 a 72 ).

Método (J)

Tratamiento (J).

Se utilizaron varios camotes de barbasco floribunda re-
frigerado, se les quit8 la clscara y se cortaron en pedazos.
Los pedazos de barbasco se molieron con hielo en la licuadora
en una proporcién de 12 g de hielo por cada 2 g de barbasco.
Esta mezcla se fraccion8 en 35 partes aproximadamente iguales.

En cada matraz Erlenmeyer de 50 ml se colocaron cada una

de las partes que contenfan aproximadamente 2 gramos de barbas-
co y 12 ml de agua y se adicionaron 8 ml de una solucién del
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compuesto a probar. Cada compuesto se prob8 por quintuplicado
y a continuacifn se menciona la concentracifn de las solucio-
nes.

Los compuestos aplicados por este método fueron:
Compuesto No. Concentracién Concentracifn de la

de 1la solucién solucifn al adicionar-
la a la mezcla.

25 S ppm 2 ppm
26 S ppm 2 ppa
27 2500 ppm 1000 ppm
28 S ppm 2 ppm
29 5 ppm 2 ppm

Los matraces con las mezclas se dejaron reposar durante
4 dfas. Al finalizar el tiempo las mezclas se vacfaron cada
una de ellas a un matraz de bola de 50 6 100 ml con junta
24/40, previamente pesado, y se secaron a la estufa entre 95 y
100°C durante toda una noche hasta que qued6 un residuo sélido
que se pes6 y se hidrolizé.

Hidr6lisis-Extraccifn (J),

El residuo s6lido que qued8 en cada uno de los matraces
de bola se pes8 por diferencia y sc les adicionaron HC1 3 Ny
solucién de Sa-colestan-3-8-0l en xileno (de concentracién 850
mg/1) a raz6n de 4 ml de xileno y 4 ml de Acido por cada 300



mg de residuo s8lido, A los matraces se les adapté un refri--
gerante de aire y se calentaron a reflujo por 4 horas. Al ter
minar el reflujo las mezclas se dejaron enfriar, se centrifuga
ron y se decant8 la solucifn xilénica, la cual se analiz6 por
cromatograffa de gases segln el Método (D) (Ver pdginas 72 a
74).

Método (K)

Tratamiento (K)

Se utilizaron varios camotes de Dioscorea floribunda re-
frigerado, se les quit6 la cliscara y se cortaron en pedazos;
los pedazos de barbasco se molieron con hielo en la licuadora
en una proporcién de 10 gramos de hielo por cada 2 gramos de
barbasco. Esta mezcla se fraccionf en 65 partes aproximadamen

te iguales.

En cads matraz Erlenmeyer de 50 ml se colocaron 10 ml de
solucif6n del compuesto a probar en una concentracién conocida
y se adicion6 cada una de las partes que contienen aproximada-
mente 2 gramos de barbasco y 10 ml de agua. Cada compuesto se
prob6 por quintuplicado,
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Los compuestos probados por este método fueron:

Compuesto No, Concentracifén de 1a Concentracifn de la
solucién solucifén al adicionar

la mezcla
1 2x10°% N 1x10%u
1 2x103n 1x103n
1 2x104y 1x10ty
3 2x10°% M 1x10°%y
3 2x103m 1x103m
3 2x 104w 1x10%u
1 2x10%wm 1x10%m
" 2x103 M 1x103M
T 2x 104N 1x104y
24 2x10%y 1x10%m
u 2x103m 1x103u
‘24 2x104m 1x104u

Los matraces con las mezclas se dejaron reposar durante
4 dfas, Al finalizar este tiempo las mezclas se vaclaron cada
una de ellas a un matraz de bola de 50 6 100 ml con junta --
24/40, previamente pesado, y se secaron a la estufa entre 95 y
100°C durante toda uns noche hasta que quedé un residuo sélido
que se pes6 y se hidr61iz6 segin el Método (J). El anBlisis
cromatogrdfico se realiz6 scgdn cl Método (D) (Ver pfginas 74
a77). .
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4,3 Procesamiento de Muestras,
Muestras No. 1 a 6
El camote utilizado fué@ barbasco floribunda, con --
cfscara, en rebanadas.
A todas las muestras se les aplicé el Método (A), (Trata
miento, Hidr6lisis-Extraccifn y Anflisis Cromatogrdfico)., Las

muestras 5 y 6 se utilizaron como controles,

La columns utilizada en la cromatograffa de gases fué ls
ov-17-3 §.

Muestra Compuesto Barbasco Colestanol
No. No. ag ng

1 1 0.3987 15

2 2 0.5370 1S

3 2 0,6000 15

4 1 0.6000 15

5 C 0.4904 15

6 c 0.6000 15

Observaciones: Todas las muestras presentaron hongo y
mal olor, ademfs de que sc resecaron,

Los valores de los porcentajes de diosgenina no se tabu-
laron porque 18s muestras se utilizaron solamente como ensayos
exploratorios,



Muestras No. 7 y 8 y soluciones

El camote utilizado fué barbasco floribunda, con c8scara,
en rebanadas.

Todas las muestras se trataron segdn el Método (B).

La muestra No. 8 sirvi8 como control, por lo que s8lo se
le adicionaron 10 ml de agua, Las muestras 7s y 8s fueron las
soluciones acuosas y las aguas de lavado de las muestras 7 y 8,
respectivamente.

Para la Cromatograffa de Gases se utiliz8 una columna OV-
17-3 4, manteniendo en el aparato la temperatura de la interfa
se (T int.) a 300°C, la temperatura de la columna (T, col.) a
280°C y 1a temperatura de la inyeccién (T. inj.) a 300°C,

Muestra Compuesto barbasco Colestanol Diosgenina
No. No. ng. ng. )
7 1 0.6013 7.0 4.01
8 c 0,6100 7.0 3.99
7s 1 -- 8.8 0.00
8s c -- 7.0 0.00

Observaciones: Los ensayos después del tratamiento pre-
sentaron hongo y mal olor, por lo que se¢ lavaron con 75 ml de
agua para extraccibn con un volumen igual de xileno.



En la extraccifn solo se utiliz8 la solucién xilénica
recuperada de la emulsién.

Muestras No, 9 s 11

Todas estas muestras se utilizaron como controles ini-
ciales, por lo que el camote se cort6 antes de ser rociadas
las plantas 9, 10 y 11, Las muestras se procesaron segln el
Método (C).

En 1a Hidr6lisis-Extraccifn de las muestras se utilizé
solucién de colestanol de concentracifn 850 mg/1.

Para el anflisis cromatogrdfico se utiliz6 una columna
OV-17-3 1, y las temperaturas en el asparato para la columns,

la interfase y la inyeccifn fueron de 300°C.

Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina

No. No. ng. ng. )

9 [ 0,6000 6,80 1.18
10 c 0.6168 6.88 3.47
" c 0.6001 6.88 1.76

Observaciones: (ninguna),



Muestras No. 13 a 15

Las muestras fueron procesadas segln el Método (C); --
el camote se tomS de las plantas 9, 10 y 11, quince dfas -
despuls de haber sido &stas rociadas., En la Hidr6lisis-Ex-
traccifn se utilizé solucién de colestanol en una concentra-
cifn de 850 mg/1. En el anflisis cromatogrifico se requi-
ri6 de una columna OV-17-3 § y manteniendo en el aparato -
300°C para 1la columna 1a interfase y 1a inyeccifn,

Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina
No. No. ng. ng. )
13 [ 296.5 3.4 0.88
14 1 380.0 3.74 5.39
15 2 313.0 3.4 3.82

Observaciones: La curva de calibracifn s6lo se cal-

culb con 2 soluciones standard como puntos de la curva.



Muestras No. 16 a 22

Todas las muestras se trataron segn el Método (C). -
Las muestras 16, 17 y 18 fueron cortes de camotes de las plan
tas 9, 10 y 11, después de 30 dfas de aplicado el compuesto.
Las muestras 19, 20, 21 y 22 sirvierom como controles inicia-
les a tiempo cero, antes de ser rociadas las plantas 19 a 22
respectivamente. En la Hidr6lisis-Extraccién se utilizé so-
luci6én de colestanol en una concentracifn de 850 mg/l1. En la
Cromatograffa de gases se utiliz6 una columna OV-17 al 3 § -
manteniendo 300°C de temperatura para la columna, la interfa
se y la inyeccién.

Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina

No. No. mg mg )

16 c 300 3.4 6.8S
17 1 300 3.4 6,89
18 2 300 3.4 0.84
19 c 300 3.4 4,13
20 c 300 3.4 5.93
21 c 300 3.4 2,20
22 c 300 3.4 1.68

Observaciones: Los extractos xilénicos de estas mues-
tras se volvieron a cromatografiar utilizando una columna
OV-101-3 % y los resultados fueron muy similares,



Muestras No. 24 a 30

Para procesar estas muestras se¢ utilizé el Método (C).
Las muestras 24 a 26 fueron cortes de las plantas 9 a 11, --
respectivamente, después de 45 dfas de aplicado el compuesto.
Las muestras 27 a 30 fueron cortes de las plantas 19 a 22, -
respectivamente, después de 15 dfas de aplicado el compuesto.
Al barbasco utilizado antes de secarse a la estufa, sc le qui
t6 la cfiscara.

En la Hidr6lisis-Extraccién se utilizé solucibn de co-
lestanol en xileno de 3.5 mg/4 ml.

En el an8lisis cromatogrdfico se utiliz8 una columna--
OV-101-3 3. Las condiciones del aparato se varfaron constan
temente en cada muestra. Los extractos se cromatografiaron
repetidamente hasta optimizar los picos sin importar el nG--
mero de veces que se corrieron. Las determinaciones de dios
genina se hicieron de una manera relativa ya que no se conté
con una curva standard para cada situacién.

Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina
No. No. mg mg 1

24 < o 328.5 3.5 4.38

25 1 301.3 3.5 1.24

26 2 310.0 3.5 7.32

27 1 300.0 3 6.46

28 1 307.6 3.5 5,34

29 2 300.0 3.5 7.23

30 2 300.0 3 5.45



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-
cibn de las muestras se utilizé solucién de colestanol de con-

centracibn de 3.5 mg/4 ml. Para la cromatograffa de gases se

utiliz6 una columna OV-101-3 §, y las temperaturas del aparato
fueron: en la interfase de 300°C, en la columna de 265°C y en
la inyeccifn de 300°C.

Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina
No. No. mg. ng.
32 -- 302.3 3.5 0.00
33 .- 349.6 3.5 0.00

Muestras No. 31 y 34 a 41

La muestra No. 31 no tuvo ninglin tratamiento, sirvié como
control inicial del camote utilizado para las muestras 34 a 41.
Las muestras 34 a 37 se procesaron segin el método (F) y se uti
1iz6 el Método (E) para las muestras 38 a 41,

En la Hidr6lisis-Extraccién se utiliz8 solucibn de coles
tanol de concentracién de 3.5 mg/4 ml.

El anflisis cromatogréfico se realiz6 en una columna OV-
101-3 4 y las temperaturas quc se mantuvieron fueron para la
interfase de 300°C, para la columna de 265°C y para la inyec--
ci6bn fué de 300°C.
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Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina

No. No. ng mg 1)
31 C 300.1 3,5 0,57
34 uzo 305.1 3.5 4.46
35 NaZSO3 321.8 3.5 .-

36 2 331.0 3.5 3,15
37 2y N52503 437.2 3.5 2.63
38 Hzo 489.7 3.5 0,91

39 anso3 434.4 3.5 -e

40 2 368.5 3.5 1.33
41 2y Nazso3 380.7 3.5 .1

Observaciones: Las muestras procesadas por el Trata--
miento (F) se ferrentaron. 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 diosgenina.

Muestras No, 42 a S0

La muestra 42 no tuvo ningGn tratamiento, sirvié como
control inicial del camote utilizado para las muestras 43 a
S0, lLas nmuestras 43 a 46 se procesaron segln ¢l método (F);
y se utilizé el método (F) para las mucstras 48 a 50.



En la Hidr6lisis-Extracci6n se utilizé solucién de co--
lestanol de concentracifn de 3.5 mg/4 ml,

El anfllisis cromatogr8fico se realiz6 en una columna -
OV-101-3 § y las temperaturas que se mantuvieron fueron para
la interfase de 300°C, para la columna de 265°C y para la in
yeccién ful de 300°C.

Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina
No. No, ng ng )
42 c 461,0 3.5 1.92
43 H,0 355.8 3.5 4,24
44 H,0 294.8 3.5 4,27
45 2 308.0 3.5 4.03
46 2 341.5 3.5 4.00
47 H,0 464.2 3.5 2,96
48 HZO 433.4 3.5 2.74
49 2 403.5 3.5 2.57
S0 2 330.3 3.5 3.32

Observaciones: Las muestras tratadas por el método (F)
se fermentaron. Las muestras procesadas por el tratamiento
(E) presentaron hongo en la superficie de la rebanada.

Mucstra No, 51

Esta muestra se trat8 segln ¢l Método (G). Para la Hi



dr6lisis-Extracci6n se utilizé solucibn de colestanol de con

centracién 3.5 mg/4 ml. Las condiciones del aparato fueron:

una columna OV-17-3 § y 300°C de temperatura para la interfa-
se, la inyeccifn y la columna.

Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina
No. No. ng mg )
51 C 303.3 3.5 0.70

Muestra No, 52 a 101

Las muestras n@meros 98 a 10! se usaron como control -
inicial del camote, por lo que solamente se pusieron a seque
dad y se les hizo 1a Hidr6lisis-Extraccién., Las muestras 94
a 97 sirvieron como controles durante los dfas de aplicacién
de 1a muestras 52 a 93, por lo que dnicamente contenfan agua.
Todas estas muestras se procesaron seglin el Método (H).

La Hidr6lisis-Extracci6n de las muestras se llevaron a
cabo utilizando solucibn de colestanol de concentracién 3.5
mg/4 ml y calentando a reflujo por 5 horas sin agitaciln mag
nética.

El andlisis cromatogr8fico sc rcaliz6 para las muestras
98 a 101 en una columna de OV-17-3 § con temperaturas de 300°C
en el aparato; y para las muestras 52 a 97 en una columna --
OV-101-3 % con temperaturas de 300°C para la interfase y la
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inyeccifn y de 265°C para la columna,

Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina Prom.
No. No. ng ng ) Diosg.
)

52 1 304.6 3.5 3.02

2,894
53 1 327.3 3.5 2.76
54 2 288.0 3.5 2,05

2.20*
S5 2 309.2 3.5 2,35
56 3 312.5 3.5 3.26

2,950
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 S 337.3 3.5 1,82

1.94¢
61 S 301.1 3.5 2.06
62 6 316.8 3.5 2,03

1.96*
63 6 265.6 3.5 1.89
64 9 318.2 3.5 2,23

2,53

65 9 325,6 3.5 2.83



Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina Prom.

No. No. ng ng ) Diosg.
%

66 10 300.0 3.5 2.59

2.25*
67 10 306.2 3.5 1.90
68 1 309.6 3.5 2.02

2,35*
69 1 3711 3.5 2,68
70 13 302,7 3.58 1.97

2.15¢*
7M1 13 298.5 3.5 2.32
72 14 302.2 3.8 2.60

2,840
73 14 303.3 3.85 3.08
74 19 308.1 3.5 2.37

2.51¢
78 19 305.5 3.5 2.64
76 20 338.6 3,5 1.87

2.01*
77 20 353.5 3.5 2.14
78 22 305.5 3,5 2,16

2.21*
79 22 316.8 3.5 2,26
80 24 328.6 3.5 3.78

3. 19000
81 24 301.9 3.5 2,60
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Muestra
No.

82

83

84

85

86

87

89

90

91

92

93

94

95

96

97

Compuesto

No.

16

16

26

26

3G

3G

4G

4G

56

56

Barbasco

ng.

306.0

309.3

300.6

311.5

302.1

301,0

309.4

301.6

313.1

303.0

367.7

299.6

300.5

300.0

- 06 -

Colestanol
ng.

3.5

3.5

3.5

3.5

3.5

3.5

3.5

3.5

3.5

3.8

3.5

3.5

3.5

3.5

Diosgenina

2,29

2.13

2.05

1.97

-e

2.32

2.17

2.80

3.20

Prom.
Diosg.

2.67*

1.97*

2.36*

2.09*

1.97¢

2.62



Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina Prom.

Diosg.
No. No. mg. ng. ) )
98 C 328.1 3.5 1.54
99 C 337.5 3.5 1.26
1.43
100 C 358.8 3.59 1.46
101 C 337.3 3.5 1.46

Observaciones: Las notaciones indican (*) menor del 8S5%,
(**) mayor del 85 1 y (***) menor del 90 { de probabilidad de
que las muestras fueran diferentes del control.

La muestra 81 se emulsionf en la HidrS6lisis-Extraccién y
no se rompi8 por centrifugacifn, por lo que asf se cromatogra-
£i6.

La muestra 91 se perdif porque el matraz se rompif.
E1 compuesto 6G no fue soluble en agua por lo que no se
aplic6 en las muestras 92 y 93.
Muestras No. 64 a - 64 b - 72 a -y 72 b

El polvo fino de barbasco sobrante de las muestras 64 y
72 que fueron procesadas secgdn el tratamiento (H) se utilizaron
para las muestras 64 a y by 72 a y b, respectivamente.
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En la Hidr6lisis-Extraccién de las muestras se aplica-
el Método (H) para las muestras 64 ay 72 b y el Método (C)
para las muestras 728y 64 b. La solucién de colestanol que
se utilizé tenfa una concentracién de 3.5 mg/4 ml,

El anflisis cromatogréfico se realizé en una columna
0V-101-3 { con temperaturas de 300°C para la interfase y la

inyeccién y de 265°C para la columna.

Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina

No. No. ng. ng. )
64 a 9 249,2 3.5 2.40
64 b 9 163.5 3.5 3.45
72 a 14 204.2 3.5 4.46
72 b 14 167.4 3.5 2.31

Observaciones: Las muestras 64 a y 72 b tuvieron §
horas de reflujo sin agitacién magnética y las muestras 64 b
y 72 a tuvieron 4 horas de reflujo y agitacién magnética vigo
rosa.

Muestras No, 102 a 143

Todas estas muestras se procesaron segln el Método (I).
Las muestras 138 a 143 no contenfan ningln compuesto, Gnica-
mente sc¢ les adicion6 agua y sirvieron como controles durante
el tratamiento de las muestras 102 a 137. FEn la Hidr8lisis-
Extraccién se utiliz6 solucién de colestanol cn xileno. A to
das las muestras se les adicion6 3.5 mg de colestanol (4 ml
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de solucifBn), con excepcidn de la muestra 129 que contenfa 3.59
mg y de la muestra 132 que contenfa 3.68 mg de colestanol. El
anflisis cromatogrdfico se¢ realizé en una columna OV-17-3 § con
temperaturas en la columna, interfase e inyeccifn de 300°C.

Muestra
No.

102
103
104
105
106
107
108
109

110

112

13

Compuesto
No.

25

25

25

25

26

26

26

26

27

27

27

27

Barbasco

234,0

196.3

280.1

181.7

163.0

211,8

209.4

187 .1

909.,1

307.6

326.8

444 .2
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Diosgenina

)

3.81

3.58

3.59

5.48

3.37

4.30

4,23

3.51

1.62

3.37

3.57

Promedio %

Diosgenina

3.69*

4,530

3.84¢

3.87

2.49

3.78*%



Muestra

No.

114

115§

16

17

118

119

120

72

122

123

124

128

129

Compuesto

No.

28

28

28

28

29

29

29

29

30

30

30

30

N

3

k3

n

Barbasco

368.8

393.4

354.4

300.2

§30.2

394,2

346,.8

354,5

436,1

474.6

342.6

588.0

659.4

538.4

549,1

316.1

Diosgenina

3,68

3.78

4.13

3.13

Promedio
Diosgenina
)

3.73¢

3,63

2.80*

6.00%008e

3.81*

3.53¢

3.07*

3.54*



Muestra Compuesto Dfas Barbasco Diosgenina Promedio

Diosgenina
No. No. ng. ) )

130 32 1 .- --

2.53¢
131 32 1 1,050,1 2,53
132 32 7 494.7 5.74

4.05*
133 32 7 523.3 2.36
134 33 1 628.5 3.09

3.15¢
135 33 1 706.3 3.2
136 33 7 402.1 2.70

2.98*
137 33 7 687.0 3.25
138 c ? 432.0 5.01
139 C 7 542.0 2.80 3.39
140 C 7 492.7 2.38
141 c 1 718,2 3.12
142 C 1 551.7 2.95 3.05
143 c 1 592.1 3.09

Observaciones: Las notaciones indican que los porcien-
tos de confiabilidad de las muestras fueron diferentes al con-
trol (*) para porcentajes menores del 85%, (**) para porcenta-
jes mayores del 85% y (**%%#) pary porcentajes menores del 98%.



El matraz que contenfa la muestra No. 130 se rompi6 en
el calentamiento a reflujo.

Muestras No. 144 a 178

Las muestras 144 a 173 se procesaron segln el Método (J).
Las muestras 174 a 178 sirvieron como controles iniciales del
camote, por 1o que solamente se pudieron a sequedad y se hi--
drolizaron. Las muestras 169 a 173 sirvieron como controles --
durante los cuatro dfas de aplicacifn de las muestras 144 a 168,
por lo que Onicamente contenfan mayor cantidad de agus. En la
Hidr68lisis-Extraccifn se utiliz6 solucién de colestanol de con-
centraci6n 850 mg/1. En el anflisis cromatogrffico se utilizé
una columna OV-17-3 § y las temperaturas en el aparato fueron
para todas las muestras de 300°C para la interfase y la inyec-
cién y en la columna, de 280°C para las muestras 144 a 150 y
152 a 157 y de 300°C para las muestras 158 a 178 y 151.

Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina Promedio

Diosgenina
No. No. ng. mg. ) )
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 2,280
147 25 741.9 8.50 2.63
148 25 850.6 8.50 2.59



Muestra Compuesto Barbasco Colestanol Diosgenina Promedio

No. No. mg. ng, ) Diosgenina
)

149 26 917.,9 10.20 2.61

150 26 715.6 7.65 2.20

151 26 465.5 4.25 2.57 2.42080
152 26 878.3 10.20 2,18

153 26 625.0 6,80 2,58

154 27 812.6 8.50 2,50

15§ 27 750.1 8.50 2.52

156 27 724,7 7.90 2,53 2,6100e
157 27 810,5 8,50 2.52

158 27 $58,2 5,95 2.97

159 28 859.9 10.20 2.63

160 28 981.1 10.20 2,58

161 28 1,247.7 13,60 2,44 2.48000
162 28 864.1 10.20 2.30

163 28 905.4 10.20 2.45

164 29 1,010.8 11.05 2.35

165 29 788.9 8.50 1.93

166 29 876.9 8.50 2.51 2,360
167 29 871.1 10.28 2,59

168 29 925,6 10.37 2,40

169 H,0 1,563.7 12,75 2.37

170 HZO 1,290.0 12,75 2.55

171 H,0 1,417.,9 17.00 3.28 2.72

172 "20 1,439.5 16,15 3.01

173 HZO 1,240,9 13,60 2.41
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Muestra

No.

174
178
176
177
178

Compuesto Barbasco
No. ng. mg.
C 1,298.1 14.45
C 997.0 11.0S
c 763.7 8.50
(o 1,337.1 12,75
C 1,098.3 12.75
Observaciones:

Colestanol

Diosgenina Promedio
Diosgenina

]

2.36
2.05
1.63
2,02
1.62

1.93

)

Todas las muestras presentaron un porcen-
taje de confiabilidad (***) menor de un 90% de que las muestras
sean diferentes al de las muestras de control.

Muestras No. 179 a 243

Todas las muestras se trataron segln el Método (K).

Las

muestras 239 a 243 fueron controles durante los 4 dfas de aplica
ci6én de las muestras 179 a 238, por 1o que Gnicamente contenfan

agua.

tanol de concentracién 850 mg/l.

En la Hidr6lisis-Extracci6n se utiliza solucién de coles-
Para el anflisis cromatogréfi-

co se utiliz6 una columna OV-17-3 { y se mantuvo 300°C de tempe-
ratura en la interfase, en la inyeccifn y en 1a columna.

Muestra Comp.

No.

179
180
181
182
183

No.

- . o - -,

Molar

1x 10

[

x
x
x
X

10°
10°
10°
10°

2
2
2
2
2

620.5
7587.9
364.6
713.5
632.8

Concentraci6n Barbasco Colestanol

6.80
8.50
4.25
8.07
7.14

Diosg.

4.10
2.43
2.18
1.19
2.00

Promedio
Diosg.

2.38*



Muest. Comp. Concentraci6n Barbasco Colestanol Diosg. Promedio

No. No. Molar ng. ng. 1} Diosgenina
'

184 1 1x 103 620.0 7.08 5.05

185 1 1x 103 476.4 5.44 3.04

186 1 1 x 103 518.4 7.0 4.08  3.39awes

187 1 1x 103 428.5 484 3.03

188 1 1x103 544.9 6.20 1.78

189 1 1x 1074 478.2 5.44 3.28

190 1 1x 10" 2.7 3.40 5.39

191 1 1x 1074 443.0 5.05 1.40  3.20%ee

192 1 1 x 1074 TR, 4.67 1.32

193 1 1x 10 TR 4.76 5.05

194 3 1x 1072 273.4 2.72 5.15

195 3 1 x 1072 464.6 5.18 5.04

196 3 1x10? $78.2 6.54 1.49  3.6oneee

197 3 1 x 1072 433.9 4,93 3.56

198 3 1x 102 514.9 5.86 3.22

199 3 1x 103 445.3 5.10 1.25

200 3 1x 103 496.5 5.61 1.49

201 3 1x 103 $34.5 5.95 3.26 2.7*

202 3 1 x 103 393.3 4.25 4.82

203 3 1 x 10”3 519.6 5,95 .-

204 3 1 x lo': 477.4 5.10 4.34

205 3 1 x 10 495.5 5,52 4,97



Muest. Comp. Concentracifn Barbasco Colestanol Diosg. Promedio

No. No. Molar ng. ng. ) Diosgenina
'

206 3 1x 104 505.8 5.95 5.24  3,98aeee
207 3 1x10" 527.7 6.12 WY

208 3 1x 10! 1,0011.2  11.47 0.9

209 14 1x 102 479.5 5.10 1.10

210 14 1x10°? 445.9 $.10 2.06

m 1" 1 x 1072 493.4 5.52 1.28  1.4%eseee
212 " 1x 10?2 459.8 5.10 1.19

213 " 1 x 1072 $07.5 5.95 1.37

214 14 1x103 347.8 3.99 1.54

215 14 1x103 $61.5 6.37 1.99

216 14 1x 103 1,342.5  15.3 1.48  2.27%0e
217 1" 1x103 341.5 3.82 4.88

218 1 1x 103 392.2 3.82 1.46

219 14 1x 104 346.1 3.91 1.31

220 14 1x10! 504.0 5.70 1.80

221 14 1x 104 346.1 6.03 §.91  2.83888
222 14 1x10"* 549.3 6.20 2.91

223 14 1 x 10" 326.1 3.82 2.25

224 28 1 x 1072 339.6 3.82 1.48

225 24 1x 102 342.1 4,25 3.65

226 24 1 x 102 488.3 5.52 1.26  2.338%
227 24 1x 1072 463.1 5.27 1.34

228 24 1 x 1072 478.0 5.44 3.90



Muest. Comp. Concentracién Barbasco Colestanol Diosg. Promedio

No. No. Molar ng. ng. ) Diosgenina

'

229 24 1x103 4448 5,01 1.47

230 24 1x103 490.3 5.52 1.72

25 2 1x103 564.4 6.37 1.46  2.320ee

232 24 1x103 508.5 5.86 .n

233 24 1x103 4251 4.84 3.86

234 24 1x10" 667.8 7.65 2.12

235 2¢ 1x10¢ $61.3 6.37 410

236 24 1x10" 1,162.0  13.17 1.26  2.50%ee

237 24 1x10" 419.9 4,76 3.31

238 24 1x10" 478.6 5,44 1.72

239 H,0 c 636.2 7.23 1.98

240 H,0 c 785.2 7,22 1.98

241 H,0 c 364.5 3.91 2.68  2.24

242 H,0 c 545.7 6.20 2,44

243 H,0 c 834.7 9.52 2.12

Observaciones: El porcentaje de confiabilidad en el que las
muestras fueron diferentes del control se marcaron (*) para menor
del 85 1, (***) para menor del 90 %, (****) para mayores del 90 §
y (##%4%e) para menores del 99%.

El matraz que contenfa la muestra No. 203 se rompié en el

calentamiento a reflujo,
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

Basindonos en los estudios anteriores’-'® ¥ ?*°?% sobre

las plantas y la induccifn de sus metabolitos por agentes quf
micos externos, se procedié a 1a aplicacifn sobre barbasco de
una serie de sustancias quimicas, algunas previamente sinteti
zadas y otras de origen comercial.

S.1 Sustancias Qufmicas.

Las sustancias quimicas sintetizadas fueron este-
res formados por cloruros de fcido y alcoholes de triaslquil-
aminas, de acuerdo a las técnicas reportadas en la literatu-
ra.?' Algunas de estas sustancias qufmicas muestran activi-
dad bioinductora de hule en guayule?'! y en la biosintesis de
carotenos.'’ Los compuestos de origen comercial fueron sus-
tancias con conocida actividad suxfnica, inhibidora o giberé
lica.

5.2 Tratamientos,.

Para poder evaluar correctamente la bioinduccibn-
de diosgenina en el barbasco se procedi8 a evaluar una serie
de bioensayos con el objeto de ver cual de ellos se apegaba
m8s a2 nuestras necesidades. A continuacifn sc mencionan las
ventajas e inconvenientes de cada método usado.

El tratamiento (A) present8 el inconveniente de la for

maci6n de hongo en la superficie del tejido cortado, esto se
traté de corregir en ¢l tratamiento (B) con la adicién de --
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Benomil y en el tratamiento (E) con la adicién de Sulfito de
Sodio, sin embargo, las muestras tratadas con estas sustan--
cias también presentaron hongo.

En estos tratamientos (A), (B) y (E), se observ8 un --
resecamiento en la parte del tejido que no era bafiado por 1la
solucién 1o que implica una aplicacién no homogenea sobre el
material tratado.

El tratamiento (C), en el cual las rebanadas procedfan
de plantas rociadas sobre las hojas con soluciones de las sus
tancias en estudio, presentd el inconveniente de que el bar-
basco cultivado se plag8 con nemftodos. Para combatir éstos,
se reg6 la tierra con 10 ml de CH,-C1, y 90 m1 de una solu--

cién formada por 4 ml de clordano por cada 6 1t de agua. Con
1a utilizacibn de estos insecticidas, los vistagos se secaron
y las hojas se cayeron. Ademis de no tener hojas los vésta-
gos, se observ8 que algunas plantas no volvian a foliar. --
Una supervisifn de los camotes mostr8 que casi todos tenfan
nemftodos y que algunos ya estaban completamente descompues-

tos.

Las condiciones de cultivo de la planta ya han sido am
pliamente estudiadas (1) y se ha visto que en caso de tener
nemitodos como plaga es conveniente desechar los camotes.
Por lo que se procedié a utilizar camotes de barbasco refri-

gerado.

En el tratamiento (D) se observl que la cantidad de --
diosgenina presente cn hojas y tallos de D. floribunda es nu

la.



Estudios anteriores’? han demostrado que hay diferen--
cias significativas en el contenido de diosgenina y en la ac
tividad biosintética de diferentes partes de un camote, 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 buscé un tratamiento en el
cual se homogeneizara el camote.

En el tratamiento (H) se homogeneiz6 el camote picfindo
lo en trocitos y revolviéndolos; sin embargo, se obtiene un
mejor resultado con la técnica reportada por Heftmann, - --
Bennett y Bonner.'?

En los tratamientos (I), (J) y (K) se utiliz8 esta téc
nica,'? en 1a cual el camote en trozos y sin clscara se 1li--
cué con hielo molido, con el fin de no afectar la actividad
enzimftica y de mezclar perfectamente todos los rizomas, En
estos tratamientos no se siguié l1a técnica de Hidr6lisis-Ex-
traccifn reportada por los autores, sino que se utiliza el -
método de Rozanski,??

E1 tratamiento (K) fue el que proporcionf resultados -
mas reproducibles y confiables,

Hidr6lisis-Extraccién.

El método de extraccibn y determinacifn de diosgenina
en tubérculos de dioscoreas propuesto por Rozanski A.,”?
fue el cmpleado en este trabajo, sin embargo, se hicieron al
gunas modificaciones al respecto,
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Este método mostrd precisifn y exactitud comparable con
métodos gravimétricos frecuentemente usados, pero es mucho -
mas simple y mas rfpido. La Hidr6lisis-Extraccifn son lleva-
das a cabo en un mismo matraz, usando un sistema de 2 fases
y no es necesaria la etapa de extraccifn separada; en la de-
terminacifn por cromatograffa de gases se utiliz6 un standard
interno.

En el mftodo (A) la Hidr6lisis-Extraccién se llev6 a -
cabo de la misma manera que en dichs técnica,?? aunque des--
pués (Hidr6lisis-Extraccifn (C) se utiliz6 la mitad de los -
materiales con objeto de disminuir el gasto de estos. Poste
riormente en la Hidr6lisis-Extraccién (J), se utilizaron las
cantidades de reactivos proporcionales a las cantidades de -
barbasco seco residual.

También con objeto de facilitar las mediciones se prepa
raron soluciones de colestanol de concentracién conocids.

La variaci6n para el método (H) consistié en calenta--
miento a8 reflujo durante S horas sin agitaci6n magnética, a
diferencia de las 4 horas de reflujo con agitacién vigorosa
sugeridas por Rozanski.?? Comparaciones posteriores (muestras
Nos. 64 a, by 72 a, b) mostraron que habfa una mejor extrac
cién cuando se segufan las indicaciones de Rozanski.

En la Hidr68lisis-Extraccién (G) se observ6 que la canti
dad de diosgenina decrece a medida que aumenta el tiempo de

reflujo.

La Hidr6lisis-Extraccién que mejores resultados propor
cion6 fue (J).



Determinacién por Cromatograffa Gas-Lfquido.

Las condiciones del aparato se ajustaron hasta tener una
resolucifn 6ptima de los picos.

Se utilizaron indistintamente dos columnas (anteriormen
te mencionadas) y dieron respuesta constante a soluciones de
concentraciones conocidas de colestanol y diosgenina mezcla-
das y sin mezclar.

Primero la determinacifn de diosgenina se hizo midiendo
las freas de los picos por triangulacifn, sin embargo, de un
lote de muestras se calcul8 la cantidad de diosgenina, tam--
bién, midiendo las alturas de los picos y resultl este méto-
do ser tan exacto como el anterior y mfs ffcil de medir, por
1o que posteriormente se utilizé este método para los cflcu-
los.

Las mejores condiciones fueron mediante el Anflisis -
Cromatogréfico (D).

El1 método que proporcion8 los resultados mas reproduci
bles y confiables fué el (K).

Actividad de las Sustancias.

Trabajos realizados con clorofenoxifcidos, """""""’

especialmente con 2,4-D y 2,4,5-T en concentraciones 2 x 10
2x10°%y2x 10 “64,% tambifn con CPTA,!” ANA,® AIA, AIB,
cinetina y GA}'ll reportaron que estas sustancias de alguna
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manera inducen la produccifn de diosgenina, mientras que el
Scido ascérbico actia como inhididor de la produccifn de ---
diosgenina'® y altas concentraciones de GA; y BA son téxicas
para las plantas.

Con el prop8sito de ver la actividad biosintética de al
gunas de estas sustancias y de otras con actividades simila-
res en la produccién de diosgenina, se aplicaron los compues-
tos sobre homogeneizados de barbasco preparados segin el mé-
todo (I) a 1 y 7 dlas de aplicacién.

Los compuestos probados de origen comercial fueron: 25
(GA,). 26 (AIB), 27 (Acido absfcico), 30 (ANA), 31 (2,4,5-T),
32 (2,4-D) y 33 (AIA).

Los tratamientos con los compuestos 25, 26, 28, 30 y 31
contuvieron porcentajes de diosgenina superiores al control a
1y 7 dias de aplicacién. El compuesto 33 tuvo un porcenta-
je de diosgenina superior al control después de un dia de --
aplicacifn, sin embargo, a los 7 dias, es el Gnico compuesto
que se mantuvo inferior al control, Los compuestos 27, 29 y
32 después de un dfa de aplicados tuvieron porcentajes de --
diosgenina inferiores al control, sin embargo después de 7 -
dfas se incrementaron y son superiores al del control. En
estos experimentos los niveles de confiabilidad se mantuvie-
ron alrededor del 85% (Ver pdgs. 68 a72), con excepcién del
compuesto 29 que después de 7 dfas de aplicacién, mostr6 un
nivel de confianza menor del 98 %. Ademfis esta sustancia -
presenté 1a mayor produccién de diosgenina manteniéndose su-
perior al control en un 76,99 1.

De estos experimentos se escogieron las sustancias con
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marcada actividad en la produccifn de diosgenina (compuestos
Nos. 25, 26, 27, 28 y 29) y se probaron por quintuplicado
utilizando el Método (J) durante 4 dfas de aplicaciébn, con
objeto de obtener mayores niveles de confianza.

Los nuevos experimentos mostraron que ls produccifn de
diosgenina es menor en todos los casos que en el control, -
con un nivel de confianza menor al 90 §.

Comparando los resultados de los compuestos de origen
comercial con aquellos reportados en la literatura se obser-
v8 que: (Ver Tabla No. 1).

Tanto en sistemas anteriormente establecidos, como en
los sistemas de homogeneizados de barbasco preparados por
los Mé&todos (I) y (J), los clorofenoxifcidos 2,4-D y 2,4,5-
T!* y el ANA,® indujeron en la producci6n de diosgenina con
un nivel de confianza menor del 85 % con excepcidn del 2,4-
D que después de un dfa de aplicacifn mostr8 un efecto in-
hibidor.

Los fcidos ascOrbico y GAy, que se reportaron'’’*!® -

como inhibidores de 1a producci6n de diosgenina para otros

sistemas, también mostraron un efecto inhibidor de un 16.17
1 y un 4.04% respectivamente inferior al del control, en el
sistema homogeneizado de barbasco, con un nfvel de confian-
za del 90 %.

El 4cido indolac6tico, que se encuentra reportado’!
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TABLA No. 1

Compuest.o Dfas de Incremento Confiabilidad
Aplicacién sobre el
No. Nombre control §
25 GA3 4 *16.17 e
26 AIB 4 «11.03 e
27  Ac. Ascérbico 4 - 4.04 e
28 AIP 4 - 8,82 see
29 Ac. Absfcico 7 76.99 sesen
] -13.23 hee
30 ANA 1 24.92 .
7 5.6 .
31 2,4,5-T 1 0.65 .
7 4,42 .
32 2,4-D 1 -17.0§ .
7 19,46 .
33  AIA 1 3.28 .
7 -12,10 *

Las notaciones significan el porcentaje de confiabilidad de
las muestras: (*) para mcnor del 85 §; (***) para menor del
90 %; y (**%%%) para menor del 98 4.,



como promotor de la produccién de diosgenina, se observ8 que,
después de un dfa de aplicacifn en este sistema se promueve
la produccién de diosgenina; sin embargo, después de 7 dfas
inhibe dicha produccifn, al compararla con el control, tenien
do ambos resultados igual nivel de confianza (menor del 85 1),

El AIB, despulés de 4 dias de aplicado ejerci8 un efecto
inhibidor en 1la produccibn de diosgenina con un nivel de con-
fianza menor del 90 %, que es contrario al efecto reportado-
en la literatura!! en otros sistemas.

No se encontraron reportes en la literatura del AIP y
del &cido absfcico. Las aplicaciones de estos compuestos en
los homogeneizados de barbasco mostraron que el fcido absfci
co, después de 7 dfas de aplicacién, indujé la produccibn de
diosgenina en un 76,99 { superior al del control, con un ni-
vel de confianza menor del 98 §. Los resultados posteriores
mostraron 8 los 4 dfas de aplicado el compuesto un efecto in
hibidor en la producci6bn de diosgenina con 13.23 { inferior
al del control y con un nivel de confianza menor del 90 §.

El Scido indolpropifnico mostré después de 4 dfas de a
plicado un efecto inhibidor de un 8.82 % con un nivel de con-

fianza menor del 90 §.

Una exploracifn previa sobre la actividad de todas las
substancias sintetizadas en el laboratorio se llev6 a cabo -
con el Método (H).

Utilizando el Método (K), se probaron los compuestos 1,
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3, 14 y 24, que previamente mostraron tener marcada actividad
en la produccién de diosgenina. Estas sustancias se probaron
en tres concentraciones diferentes y por quintuplicado para
tener un mayor nivel de confianza. Los resultados se obser-
van en la Tabla No. 2.

De estos resultados se observé que todos los compuestos,
en sus tres concentraciones, tienen una mayor produccifn de
diosgenina sobre el control, con niveles de confianza alrede-
dor del 90 %, a excepcién de los compuestos: 14, a la concen
traci6n de 1 x IO'ZM. con un nivel de confianza menor del 99
%; el compuesto 1 a la concentracifn de 1 x IO'ZM, as{ como
el compuestg 3 a la concentracifn de 1 x IO'SM, con niveles
de confianza menores del 85%.

Las mejores actividades de los compuestos para la induc
cién de diosgenina se tuvieron para el compuesto No. 1 a la
concentracién de 1 x IO'SH, cuyo incremento sobre el control
es de 51.34 3, con un nivel de confianza mayor del 90 { y a
la concentracifbn de 1 x 10"", se incrementé sobre un 46.88
$, con un nivel de confianza s6lo menor del 90%. Para el --
compuesto 3 la induccibn de diosgenina fue: a la concentra-
cién de 1 x IO'ZM, un incremento de un 64.73 ¥ y a 1la concen-
tracibn de 1 x 10"". un incremento de un 77.68 %1 sobre el
control, con un nivel de confianza mayor del 90 ¥. E1 com--
puesto 14, a la concentracifn de 1 x IO"M, dié su mayor in-
cremento en un 26.34% sobre el control, con una confianza me
nor del 90 3. Y el compuesto 24, a la concentracibn de 1 x
10'4M incrementa la producci6n de diosgenina cn un 11.61 %
sobre el control, con una confiabilidad menor del 90 .
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TABLA No. 2

Compuestos aplicados durante 4 dfas

Compuesto Concentracifn Porcentaje de Incremento sobre

Diosgenina el control

No. Molar promedio %
1x 102 2.38* 6.25
1 1x 103 3,39000s 51,34
1x10°¢ 3.2009% 46.88

1x 102 3.690n0e 64.73

3 1x 103 2,1 20.98
1x 10" 3.98%40e 77.68

1x 1072 1.40000000 -37.50

1" 1x 103 2.270%0 1.34
1x 10" 2,83000 26.34

1x 1072 2,33808 4.02

24 1x10°3 2.32008 3.57
1x 10" 2.5000 11.61

Los niveles de confianza de estas muestras son: (*) menor
del 85 %, (***) menor del 90 %, (****) mayor del 90 3, y
(#naees) menor del 99 8.



La mayor actividad de inhibicifn en la produccifn de ---
diosgenina se obtuvo en el compuesto 14, a la concentracién
de 1 x 10'2M. con un nivel de confianza menor del 99 %, pero
debido a que la alta concentracifén pudo causar efectos téxi-

cos.

Substancias reportadas previamente como inductores de
diosgenina (Compuestos Nos. 2S5, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32
y 33) no tuvieron un efecto significativo en el incremento
de diosgenina, Muy probablemente estas sustancias promueven
enzimas que liberan la diosgenina no libre y a esto se debe
el incremento reportado. En nuestro método de evaluacién -
hubo una etapa de hidr6lisis 8cida 1a cual libera tods la --
diosgenina presente,

Relscifn estructura-actividad.

Las substancias mis activas 1y 3 tienen en comtn un
anillo aromftico con substituyentes donadores de electrones,
el nimero de Stomos de carbono entre el ester y el nitrégeno
puede variar de 2 6 3 ftomos 1o mismo que los alquilos ter-
minales pueden ser metilos o etilos. Es importante hacer no
tar que en el caso de 1a bioinducci6n de carotenos es esen-
cial que existan dos carbonos entre el ester y el nitrégeno,
resultando inactivas las substancias con 3 carbonos.






1.

3.

VI. CONCLUSIONES

Substancias reportadas previamente como inductores de
diosgenina (Compuestos Nos, 2S5, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32 y 33) no tuvieron un efecto significativo en el in-
cremsento de diosgenina.

Las substancias 1, 3 y 14 mostraron mayor actividad en
el incremento de diosgenina, 1o mismo que el compuesto
24, pero en menor grado.

Las substancias mfs activas 1 y 3 tienen en comtin un -
anillo sromftico con substituyentes donadores de elec-
trones, el ndmero de dtomos de carbono entre el ester
y el nitr6geno puede varisr de 2 6 3 Stomos lo mismo -
que los alquilos terminales pueden ser metilos o eti--
los.

El bioensayo desarrollado resulto confiable para la de
terminacifn de 1a actividad de sustancias quimicas en
1a bioinduccibn de diosgenina,
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