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INTRODUCCION

‘Barbasco es el nombre comin de ciertas Dioscoreas que contienen saponi

nas esteroidales. En México se identificaron m4ds de 60 especies de esta fami--

lia; sin embargo, solamente tres:

Dioscorea floribunda Mart. et Gal

Dioscorea spiculiflora Hemsl y

Dioscorea composita Hemsl,

{legaron a comercializarse como materia prima de la industria de esteroides, de

éstas la D. composita, es la m4s utilizada. El habitat natural del barbasco en

México se encuentra en los Estados de Pusbla, Veracruz, Oaxaca, Guerrero, Ta-

basco y Chiapas, abundande la D. composita en los primeros cinco, mientras -

que la D. floribunda se limita mayormente a la regién sur de Chiapas. Las -

condiciones climatolégicas de crecimiento de la planta, son las del trépico: tem-

peraturas cédlidas y humedad alta del ambiente. Las alturas varian entre cero ~

hasta 1,500 m. sobre el nivel del mar. El suelo de preferencia es arenoso, de

pH neutro y bien drenado, libre de nemdtodos. ( 1, 9, 31 ).



Todo el barbasco que se ha venido utilizando desde que se inicié la -
industria de esteroides en México (1949) hasta la fecha, es de origen silvestre, lo
que no impidi6 que los primeros ensayos para domesticar la planta se iniciaran -
desde hace mds de 25 arios, tanto en México como en otros paises. Sin embargo,
los avances en la domesticacién de esta especie han sido muy lentos. ( 1, 2, 9,

31 ).

El auge de la industria mexicana de esteroides se debié a que en -
1949 Russell E. Marker confirmé que las saponinas de plantas podfan transformarse
en hormonas sexuales de mamiferos, encontrando que la diosgenina de las Diosco
reas mexicanas era el precursor apropiado, tanto para la fabricacién de dichas

hormonas, como su transformacién posterior en corticoides (2)

En las condiciones actuales, se puede contar con un rendimiento de -
50 a 100 toneladas de barbasco fresco por hectirea. En términos de diosgenina,
la produccién por hectdrea se puede calcular entre 500 y 800 kilos por cose-

cha. (1, 31).

Se ha podido comprobar que el cultivo del barbasco es técnica y eco-~
némicamente viable, y los datos acumulados permiten emprender esta nueva activi-
dad agricola en la escala comercial. Los conocimientos del cultivo del barbasco a
la fecha han avanzado, pero hace falta mds trabajo experimental para lograi su -
aplicacién en el campo y asi lograr un mejor aprovechamiento de este recurso.

(1,2, 31).



El objetivo de este trabajo es sintetizar varios productos con la estruc-

tura quimica:

R

o)
- C-0-A NC
Ar.

y observar las relaciones estructura-actividad, a fin de ver su actividad inductora’
en la cantidad de diosgenina, presente en el rizoma de la especie Dioscorea flo-

ribunda, en homogeneizados de tubérculos.



CAPITULO . 1

ANTECEDENTES

1.1.- Saponinas identificadas en D. Floribunda.
&

" Provocados por una enorme demanda mundial de sustancias esteroida--
les que pueden usarse como precursores en la obtencién de esteroides, en la litera
tura se encuentran numerosos estudios sobre plantas, en aspectos tales como iden-
tificacién y caracterizacidn de dichas sustancias (8-11, 23, 35, 37), cultivos de te-
jidos ( 5, 13, 17, 20-22, 24, 25, 32, 34-38), precursores (3, 7, 14, 16, 32-34), si-
tios de sintesis ( 3, 4, 33 ), transporte de metabolitos ( 3, 16 ), tubérculos ( 14,

16, 29 ) y degradacién de la diosgenina (3, 12, 20-22, 25, 30).

Las saponinas que se han encontrado en Dioscorea floribunda son de -

dos tipos:

a) Furostdnicas - dos de este tipo en la posicién 26, cuyas estruc-

turas no han sido identificadas aftn.



b) Espirostdnicas - trillina, prosapogenina B, prosapogenina A, dioci-
na y un tetraglucésido, conteniendo tres unidades

de ramnosa y una de glucosa.

La diocina, por hidrélisis 4cida, da diosgenina (14, 16), ya que los glu
césidos espirostdnicos se forman a partir de los furostdnicos en el paso de la hidré
lisis, perdiéndose los aziicares durante la misma sin que se afecte el nicleo este--
roidal, (diagrama 1). En el estado natural, la glucosa unida al grupo hidroxilo del
Cc-26 protege a las saponinas furostdnicas del cierre del anillo, pero la ruptura -
del enlace glucosidico en el C-26 causa entonces la formacién de los glucésidos
furostdnicos, que quizd también representan la forma de transporte de las sa-
poninas, Yy los glucésidos espirostdnicos la forma de almacenamiento, ya que
la incubacidh de diferentes secciones de un tubérculo de D. floribunda muestran
diferencias significativas en el contenido de diosgenina y en la actividad biosinté-
tica (3, 14, 16). En base a estos antecedentes se utilizé un homogeneizado de -

tubérculos de D. floribunda como sistema experimental.
VER DIAGRAMA 1

El conocimiento de las rutas biosintéticas es valioso para entender el
desarrollo de las plantas y la formacién de compuestos, tales como la diosgenina,
giberelinas, carotenoides, etc., y las reacciones por las cuales se forman sus
precursores, son las etapas mds apropiadas para la biorregulacién de las rutas in-

dividuales. Por ejemplo: el sistema a partir de chicharo muestra la produccién de
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kaureno, escualeno y fitoeno a partir de dcido mevalénico 2-C14, via el farnesol
y geranil-geraniol. Los diferentes estudios pueden esquematizarse en la siguien-

te relacién biosintética de los terpenoides. (8, 39)

VER DIAGRAMA 2

Para el caso de la diosgenina, otras investigaciones han sugerido que puee
de haber més alternativas en operacién para cultivos de tejidos de plantas tan -
diversas como Dioscorea, Trigonella, Agave, Balanites, etc. Una es la ruta esta-
blecida en la cual el colesterol se incorpora intacto y otra involucra la ruptura
de la cadena lateral antes de la incorporacidén y ciclizacién. La primera via pre
domina inmediatamente después de un subcultivo, pero cuando el sustrato se agre
ga 30 dias después del subcultivo hay un giro hacia la segunda via (39). La pre-
sencia de rutas alternativas es significativa en cuanto a los cambios rdpidos en
los niveles esteroidales observados en diferentes estudios basados todo ellos, en -

14

la incorporacién de colesterol -‘t-Cl4 y 26-C14, asl como sitosterol 4-C" " y -

22,23-H3 en la diosgenina, en cultivos en suspensién (14, 16, 20, 21, 39).

Los biorreguladores, segiin la etapa en que sean adicionados y su estruc-
tura quimica, afectardan la formacién de los diferentes precursores, desde los pa-

sos iniciales hasta los finales.

La influencia de sustancias del tipo éster 'arom4itico-amina terciaria mues
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tran una tendencia a incrementar la formacién de poliisoprenos en guayule (15) y

de diosgenina en barbasco. (6)
1.2. Determinacién y degradacién de la diosgenina.

Para la determinacién de la diosgenina se requiere hidrolizar previamente
la diocina, para su aislamiento y cuantificacién, ya que inicialmente se encuentra
en forma de glucédsido, pero se determina en forma libre. Desde los primeros tra
bajos se observé la degradacién de la diosgenina, lo que traia una baja en el ren
dimiento a evaluar, manifestdndose en la forma del producto de deshidratacién -
25-R-espirosta-3,5-dieno. Esta degradacién ocurre en todos los casos, por lo que
encontrar un método adecuado para evitar este problema, ha sido trabajo de am-
plia investigacién y es asf como se pueden consultar en la literatura diversas me-
todologlas, que van desde técnicas espectrofotométricas hasta la combinacién de
diversos sistemas de cromatografia en capa fina, métodos gravimétricos, espec—
troscopia infrarroja, diferentes mezclas extractoras, tiempo de extraccién, etc. -

(3, 12, 14, 15, 22, 25 y 39).

En el presente trabajo se escogié el método propuesto por A. Rozanski -
(29), que consiste en usar xileno en el mismo matraz donde se estﬁ efectuando -
la hidrélisis, esto hace que al liberar la diosgenina de sus glucésidos, é&sta pase
a la fase orgdnica, evitando su degradacién por el medio fuertemente dcido de la
fase acﬁosa donde se estd llevando la hidrélisis. Este método ha sido ampliamente
probado por Rozanski y otros investigadores y sus resultados son bastante satisfac-

torios, puesto que la precisién, exactitud, sensibilidad y reproducibilidad son
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comparables con el método gravimétrico, generalmente usado, pero el de Rozans

Ademidis de que el producto de deshidratacién
Mds

ki es mucho mds simple y rdpido.

se reduce al mfinimo, incrementando por tanto el rendimiento de diosgenina.

atlin, es de suma importancia el resaltar que no hay interferencia de aceites,
pigmentos u otros constituyentes del extracto, cuando se utiliza este método.
Otra de las ventajas que ofrece este método es la de que otras sapogeninas tam

bién pueden ser determinadas, como la yamogenina y la penogenina.

1.3, Esterificacién,

Todos los compuestos sintetizados en el presente trabajo poseen el grupo

funcional éster. Una alternativa de sintesis consiste en convertir directamente -~

un 4cide carboxilico en un éster, calentdndolo con un alcohol, empleando como ca
talizador un 4dcido :fuerte, principalmente el #dcido sulfitrico concentrado o cioru-
Esta reaccién es reversible y alcanza el equilibrio cuando toda-

ro de hidrégeno.

via quedan cantidades considerables de los reaccionantes. Esto se debe a que el

catalizador que efectia la reaccién directa, la esterificacidn, es el mismo que

realiza la reaccién inversa, la hidrélisis.

Para evitar esto se emplea el cloruro de 4cido; asi, tanto la preparacién del -

cloruro del dcido como la preparacién del éster con este cloruro son

esencialmente irreversibles, eliminando 1la reversibilidad que existe en la

reaccién esterificacién directa.



11.-

R-COCl + R'-OH ——p R-COOR' + HCIl

Donde R = alifdtico, aromdtico

R'= alifdtico, aromitico

La preparacién de cloruros de 4cido se lleva a cabo por la sustitucién -
del grupo OH™, del dcido carboxilico, por ClI~. Generalmente se emplean tres -
reactivos para este propésito, cloruro de tionilo, SOCIZ; tricloruro de f6sforo, ~
,PC|3 y pentacloruro de fésforo, PCls. De los tres el mds usado es el cloruro
de tionilo, ya que los subproductos que se forman son gases, por lo que separan
f4cilmente de la mezcla re:accionante, ¥, por otro lado, el exceso de cloruro
de tionilo también se elimina de forma rdpida, con una destilacién debido a su
bajo punto de ebullicién (79'9<C). De ahl que para este trabajo se haya elegido

el cloruro de tionilo para preparar los compuestos.
R-COOH + SOCI2—»R-COCl + HCl + SO2

Donde R= aromitico, alifaiticyo.



-CAPITULO " I

PARTE EXPERIMENTAL QUIMICA

2.1.- Condiciones generales.

Los espectros de Infrarrojo (IR) se determinaron en un espectrofotéme-~

tro Perkin-Elmer 337, en pelicula los liquidos y en pastilla KBr los sélidos. Las

absorciones en IR se expresan en cm“l.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN) de los

compuestos se determinaron en un aparato Varian T-60, utilizando cloroformo deu-

terado (CDC13) como disolvente, a menos que se especifique otro. Se utilizé Te-

trametil-Silano (TMS) como referencia interna. Los desplazamientos quimicos se

expresan en partes por millén (ppm). La descripcidén de los espectros se hizo de
la siguiente manera: s=singulete, d=doblete, t=triplete, g=cuarteto y m=multiplete.

Las constantes de acoplamiento (J) se dan en ciclos por segundo (cps).

La cromatografia en capa fina, tanto para control como para purifica--

cién se hizo utilizando Gel de Silice GF-254 de Merck.
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Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fischer-Johns, y se
reportaron los valores sin correccién. Todos los compuestos se obtuvieron como

clorhidratos.

2.2. Preparacién de las sustancias.

ChI-1: Sintesis de 2,4-diclorobenzoato de

3-dimetilamino-2-propilo.

En un matraz de dos bocas 24/40 de 500 ml provisto en una de las bocas
de un refrigerante en posicién de reflujo con trampa de humedad y en la otra un
embudo de adicién, se colocaron 10g (0.0523 moles) de 4cido 2,4-diclorobenzoico
suspendidos en 50 ml de tolueno y por el embudo se le adicionaron lentamente -
9.5 ml (0.1307 moles) de cloruro de tionilo, y se calenté a reflujo por 2:30 hs. -

con agitacién.

Al término de este tiempo, se destilé parte del tolueno, 20 ml, para que
arrastrara el exceso de tionilo que no reaccioné y se dejé enfriar. Se pusieron -
20 ml de tolueno para recuperar el volumen, después se afiadieron, por el -
embudo de adicién 6.5 ml (0.023 moles) de 3-dimetilamino-2-propanol, disueltos
en 15.0 ml de tolueno, con el fin de controlar mejor la adicién, que se llevé a
cabo gota a gota y con agitacién vigorosa; al término de aquella se calents a re-
flujo nuevamente por otras 2:30 h. Se dejé enfriar y el producto se separ6 por

filtracién al vacio, se lavé con tolueno y se recristaliz6 de diclorometano-acetato
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de etilo, se filtré6 nuevamente, dando 11.8 g de 2,4-diclorobenzoato de 3-dime--

tilamino-2-propilo, que corresponden al 82.5% de rendimiento total calculado, y

con punto de fusién de 143-144°C.

La caracterizacién de! producto por su espectro de IR present$ las si--

guientes bandas: 3040 d(C-H de aromdtico); 2960, 2940, 2920 y 2850 d(C-H de

-CH3, -CH2-, y —(_".H—); 2650 m (NHC17); 1745 i(C=0); 1595 m (C=C, de aromd-

tico); 1475 d(-CH2-); 1380 d (-CH3) ; 865 d(aromitico 1, 2, 4-trisustituido). Es~
pectro No. 1.

1.53
2.93
3.43
5.65
7.35
7.46
8.03

La caracterizacién del producto por RMN presentd$ las siguientes senales:

ppm (d,)= 2Hz, 3H) CH3-C H-
ppm (s, 6H) - N(CH3)2

ppm (d, J= 2Hz, 2H)-CH2- N(CH3)2
ppm (m,1H)-COOCH(CH3)-CH2-
ppm (m, 1H) posicién 5

ppm (d, 1H) posicién 3

ppm (d, 1H) posicién 6

Espectro No. 2.

de dcido 3~fenilpropidnico, suspendidos en 50 mil de tolueno.

Chl-2: Sintesis de 3-fenilpropionato

3-dimetilamino-2-propilo

En un matraz de tres bocas de 250 ml se pusieron 8.0 g (0.020 moles)

Se agregaron 5.2 ml

(0.072 moles) de cloruro de tionilo disueltos en 50 ml de tolueno, se agité por

espacio de media hora y se calenté a reflujo por 2:30 h., el exceso de cloruro de
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tionilo, se destilé, se dej6 enfriar y se ahadieron 3.6 ml (0.029 moles) de 3-dime-
tilamino-2-propanol disueltos en 6.4 ml de tolueno. Se agité durante 20 minu--
tos y luego se calents a reflujo por espacio de dos horas y media; pasado este -
tiempo se filtré al vacio y se lavé con tolueno el producto, que recristalizé de -
acetona-hexano, enforma de agujas blancas, con un rendimiento total calculado

en 98.7% que corresponden a 7.9 g con punto de fusién de 134-1369C.

La caracterizacién del producto por su espectro IR presentS las siguien-
tes bandas: 3430 d(C-H de aromdtico); 2970, 2920 y 2870 a(C-H de -CH3, -CH2-,
~(H-) 2690 d(NHCI™); 1750 i(C=0) 1610 &(C=C de aromitico); 1470 a(-CH2-);

1400 d(-CH3); 750 a(C-H de aromdtico monosustituido). Espectro No. 3.

La caracterizacién del producto por su espectro RMN dié las siguieﬁtes
sefales:
1.26 ppm (d, J=2Hz,3H) -CH (CH3)-
3.73 ppm (s, 6H) -N(CH3)2
2.80 ppm (m, 6H) C6H5-(CH,), COOCH(CH,4)CH,-
5.30 ppm (m. 1H) COOCH(CH3)-

7.20 ppm (s, 5H) C6HS-
Espectro No. 4.

Sintesis del 4cido p-acetoxibenzoico (intermediario)

En un matraz, de 250 ml 24/40 se pusieron 6.9 g (0.050 moles) de 4cido
p-hidroxibenzoico y 8.35 ml (0.060 moles) de trietilamina disueltos en 50 ml de to
lueno con agitacién magnética. Por un embudo de adicién se agregaron 4.16 ml -

(0.060 moles ) de cloruro de acetilo y se calenté a reflujo con agita--
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cién por espacio de cuatro y media horas, después se filtr6 para trabajar con el
filtrado, el cual se evaporé parcialmente por destilacién al vacio, hasta que em~-
pezé a solidificar. El producto se recristaliz6 dos veces de diclorometano-hexa-

no. Se obtuvieron 1.7 g, que corresponde al 19.1% de rendimiento total calcu-

lado.

Chi-3: Sintesis de p-acetoxibenzoato de

3-dimetilamino-2-propilo

Suspendidos en 30 ml de tolueno se colocaron 1.7 g (0.0094 moles) de -
4cido p-acetoxibenzoico y se adicionaron 2.1 ml (0.0189 moles) de cloruro de tio
nilo y se calent6 a reflujo con agitacién por dos y media horas. El exceso de -
cloruro de tionilo se destilé6 y se dej6é enfriar y se agregaron 1.4 ml (0.0111 mo
les) de 3-dimetilamino-2-propanol disueltos en 10 ml de tolueno. Al terminar -
la adicidén se agitd por otras 2 y media horas mds y se calenté a reflujo. Se -
filtr6 al vaclo, se lavé con toluenoc y se recristaliz6 de diclorometano-hexano. Se
obtuvieron 1.2 g de producto con un rendimiento total del 42.8% y un ‘punto de -

fusién de 132-135°C.

La caracterizacién del producto por su espectro de IR di6é las siguientes
bandas: 2970, 2930 y 2860 d(C-H de -CH3, -CH2- y -él-l-); 2660 senal ancha -
d(—ﬁHCl-); 1750 m{C=0); 1610 d(C=C de aromi4tico); 1470 d(-CHZ—); 1415 -

d{-CH3); 860 d(C-H de aromdtico 1,4-disustituido). Espectro No. 5.

La caracterizacién del producto por RMN dié las siguientes sefiales:
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1.46 ppm (d, J=2Hz, 3H) CH{(CH3)-
2.26 ppm (s, 3H) CH3-COO-

2.88 ppm (s, 6H) -N(CH3)2

3.38 ppm (d, J=2Hz, 2H) —Clig—N(CH3)2vk>
5.55 ppm (m.; 1H)-CH(CH3)~

7.20 ppm (d, 2H) posiciones 3 y § .
8.10 ppm (d, 2H) posiciones Zky 6

Espectro No. 6.

chl-4-: Sri’niesvij_rsﬁde‘j‘t‘:‘épnna'id dei‘v

~3-di metilémi'rib?2—propilo

Se pusieron 5.2 ml (0.0307 moles) de cloruro de caprinilo, disueltos en 50
ml de tolueno y con un embudo de adicién se agregaron 3.8 ml (0.0307 moles) de

3-dimetilamino-2-propanol disueltos en 6.2 ml de tolueno. Se agité por un perio

“do de 2.30 horas y se calenté a reflujo. Se filtré al vacio, se lavé con tolueno y

se recristaliz6 de diclorometano-hexano, el producto con un rendimiento total de

88.1%, que corresponden a 7.2 g. Su punto de fusién fué de 95-96°C.
La caracterizacién del producto por su espectro IR presenté las siguientes
bandas: 2920, 2845 m (C-H de CH3,-CH2-); 2645 m(-NHC17); 1745 i (C=0); 1470

m (-CH2-),1380 d(-CH3); 720 d (-CH2-). Espectro No. 7.

La caracterizacién del producto por RMN dié las siguientes bandas:
0.86 ppm (t, 3H) CH3- (CH2)6-
1.25 ppm (s, 12H) CH3-(CH2)6-COO-
1.40 ppm (d, J=2Hz, 3H) CH(CH3)~
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2.82 ppm (s, 6H) -N(CH3)2
3.13 ppm (d, J=2Hz, 2H) -CH2-~N(CH3)2
5.28 ppm (m, 1H) -CH(CH3)-CH2-N(CH3)2
Espectro No. 8
Chl-5: Sintesis de p-flouorobenzoato de

3-dimetilamino-2-propilo

Se colocaron 3.7 ml (0.315 moles) de cloruro de p-fluorobenzoilo disuel-
tos en 50 ml de tolueno, se adicionaron 3.8 m! (0.0315 moles) de 3-dimetilamino-
2-propanol, disueltos en 6.2 ml de tolueno. Se agit6 por dos y media horas y se

calenté a reflujo. Se fileré al vacio, se lavé con tolueno y el producto recristali
z6 de acetona-hexano, con un rendimiento total calculado del 89.0%, que corres-
ponden a 7.3 g. Su punto de fusién fué de 134-1359C.

La caracterizacién del producto por su espectro IR presentS las siguien-
tes bandas: 3010 d(C-H de aromdético); 2970, 2940 y 2890 d(C-H de -CH3, -CH2-

y —(’IH-); 2640 i(-NHC17); 1710 i(C=0); 1610 m{C=C de aromdtico); 1465
d (-CH2-); 1415 d (-CH3); 1290 i (C=C-F); 850 m (C-H de aromético 1, 4-disus

tituido); 765 m (C-F). Espectio No. 9.

La caracterizacién del producto posRMN dié las siguientes seiiales:
1.45 ppm (d, J=2Hz, 3H) CH(CH3)-

2,93 ppm (s, 6H) -N(CH3)2
3.50 ppm (d, J=2Hz, 2H) -CH(CH3)-CH2-N(CH3)2
5.63 ppm (m, 1H)-CH(CH3)CH2-N(CH3)2
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7.08 ppm (v, ZH) posiciones 3 y 5

8.12 ppm (m, 2H) posiciones 2 y 6
Espectro No. 10.

Chl-6: Sintesis de 2-etilb‘utanato de

3-dimetilamino-~2-propilo

Se pusieron 4.5 g (0.6336 moles) de cloruro de 2-etilbutiroile disueltos
en 50 ml! de tolueno, se adicionaron 4.1 ml de 3-~-dimetilamino-2-propano} -
(0.0336 moles) disueltos en 5.9 ml de tolueno, se agité por dos y media horas
y se calent6 a reflujo. Se filtr6 al vacio, se lav6 con tolueno y se recristali-

z6 de dicloro metano-hexano. Se cobtuvieron 6.2 g de etilbutanato de 3-dimeti-

lamino-2-propilo de punto de fusién 138-14090. El rendimiento total calculado

fué del 77.5%.

La caracterizacién del producto por su espectro IR presenté las siguien
tes bandas: 2970, 2940 y 2820 i(C~-H de -CH3,-CH2- y —C':H-); 2660 i{-NHC17);
1750 i (C=0); 1470 m(-CH2-); 1395 m(-CH_a). Espectro No. 11.

La caracterizacién del producto por RMN di6 las siguientes sefiales:
0.88 ppm (t, 6H) (CH3-CH2)2-CH-
1.36 ppm (d, J=2Hz,3H) COO-CH(CH3)-
1.55 ppm (m, 4H) (CH3-CH2)2-CH-
‘2.32 ppm {(m, iH) (CH3-CH2)2-CH-
2.93 ppm (s, 6H) -N(CH3)2
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3,35 ppm {d, J=2Hz,2H) —C}E—N(CHB)z
5.38 ppm (m, 1H) COO-CH({CH3)-CH2-N(CH3)2
Espectro No. 12.

Chi-7: Sintesis de benzoato de

3-dimetilamino-2-propilo

Se colocaron 4.1 ml (0.0355 moles) de cloruro de benzoilo disuelto en ~
50 ml de tolueno, se adicionaron 4.4 ml (0.0355 moles) de 3 dimetilamino-2-pro
panol disueltos en 5.6 ml de tolueno y se agité por dos horas y media y se ca-
lents a reflujo. Se filtrdé al vacio, se lavé con tolueno y el producto se recris-
taliz6 de acetona-hexano, en una cantidad de 7.5 g con un rendimiento total

calculado del 87.2%, con punto de fusién de 132—134QC.

La caracterizacidén del producto por su espectro IR presentd las siguien-
tes bandas: 3030 d.(C-H de aromitico); 2970 d (C-H de -CH3,—CH2—,—@); 2670
sefial ancha d{(-NHC1-); 1735 i (C=0); 1610 d(C=C de aromdtico); 1460 d(-CH2-);

1400 d(~CH3); 710 m (C-H de aromé&tico monosustitufdo). Espectro No. 13.

La caracterizacidn del producto por RMN dié las siguientes sefiales:

1.48 ppm {d, }=2Hz,3H) CH(CH3)-

2.98 ppm (s,6H) -N(CH3)2

3.47 ppm (d, J=2Hz,2H) -CH2-N(CH3)2
5.62 ppm (m, 1H) -CH(CH3)-CH2-N(CH3)2
7.43 ppm (m, 3H) Posiciones 3, 4y §
8.04 ppm (m, 2H) posiciones 2 y 6

Espectro No. 14.
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Chi-8: Sintesis de propionato de

3-dimetilamino-2-propilo

Se colocaron 4.0 mil (0.0539 moles) de 4cido propiénico disueltos en 50
ml de tolueno y se adicionaron 4.0 ml (0.0539 moles) de cloruro de tionilo, se
agité por dos y media horas y se calent6 a reflujo. Se dejé enfriar y se afadie
ron 6.6 ml (0.0539 moles) de 3-dimetilamino-2-propanol, disueltos en 6.8 ml de
tolueno. Se agité por tres y media horas y se calentd ligeramente, sin llegar al
reflujo. Se filtr, se lavé con tolueno abundantemente y se dejé secando toda
una noche a temperatura de 40—42QC. Se obtuvieron 9.3 g de propionato de -
3-dimetilamino-2-propilo, en forma de cristales higroscépicos, con un rendimien-

to total calculado del 88.5%, de punto de fusién de 70-73°C.

La caracterizacién del producto por su espectro IR presentS las siguien-
tes bandas: 2980 y 2940 d(C-H de -CH3 y -CH2-); 2700 sefial ancha d(-NHC17);
1740 m(C=0); 1470 d(-CH2-); 1380 (-CH3). Espectro No. 15.

La caracterizacién del producto por RMN dié las siguientes sefales:
1.12 ppm (t, 3H) CH3 -CH2-COO~
1.33 ppm (d, J=2Hz, 3H) CH(CH3)-
2.50 ppm (m, 2H) CH3-CH2-COO
2.98 ppm (s, 6H) -N(CH3)2
3.36 ppm (d, J=2Hz,2H) -CH2-N(CH3)2
5.40 ppm (m, 1H) -CH(CH3)-CH2-N(CH3)2
Espectro No. 16.
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Chl-9: Sintesis de nicotinato de

3-dimetilamino-2-propilo

Se pusieron 5.0 g (0.0406 moles) de acido nicotinico suspendidos en 50
m! de tolueno, se le adicionaron 6.2 ml (0.0812 moles) de cloruro de tionilo y
se agité durante dos y media horas, calentidndose a reflujo. Se destilé el exce-
so de cloruro de tionilo y se dejé enfriar. Se adicionaron 4.9 ml (0.0406 moles)
de 3-dimetilamino-2-propanol disueltos en 10 ml de tolueno, agitdndose nueva--
mente por dos y media horas y se calenté a reflujo. Se filtré, se lav6 con to-
lueno, recristalizdndose de diclorometano-acetato de etilo una cantidad de pro-
ducto de 5.8 g, para dar un rendimiento total del 58.5% con punto de fusién de

135-137¢9C.

La caracterizacién del producto por su espectro IR mostré las siguientes
bandas: 2980, 2910 y 2860 d(C-H de -CH3,-CH2- y -CH-); 2680 d(-NHC17); 1740
i(C=0); 1610 m(C=C de piridina); 1480 d(-CH2-); 1360 d(-CH3); 740 m(C-H de -

piridinas beta-sustitufdas). Espectro No. 17.

La caracterizacién del producto por RMN di6 las siguientes sefnales:

1.33 ppm (d, J=2Hz, 3H) CH(CH3)-

2.16 ppm (s, 3H) CH3-COO

2.95 ppm (s, 6H) -N(CH3)2 .

3.33 ppm (1, 2H) -CH2N(CH3)2

5.36 ppm (m, 1H) -CH(CH3)-CH2~N(CH3)2

Espectro No. 18.
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'Chi-10: Sintesis de acetato de

3-dimetilamino-2-propilo

Se pusieron 4.5 ml (0.0636 moles) de cloruro de acetilo disueltos en 50
ml de tolueno,se adicionaron 7.8 ml (0.0636 moles) de 3-dimetilamino-2-propanol
disueltos en 15 ml de tolueno y se agité por 2 1/2 horas, y se calent6 a reflujo.
Se filtr6é, se lavé con tolueno y se recristalizé de diclorometano-acetato de -
etilo. Se obtuvieron 9.7 g de acetato de 3-dimetilamino-2-propilo, que co--

rresponden a un rendimiento del 84.3%, con un punto de fusién de 55-562C.

La caracterizacién del producto por su espectro IR presenté las siguien
tes bandas: 2985, 2940 y 2880 d(C-H de -CH3 -CH2- y -(':H-); 2680 m{-NHC17);
1750 i(C=0); 1740 d{(-CH2-); 1380 m(-CH3). Espectro No. 19.

La caracterizacién del producto por RMN dié las siguientes sefiales:

1.33 ppm {(d, J=2Hz, 3H) CH(CH3)-

2.16 ppm (s, 3H) CH3-COO~

2.95 ppm (s, 6H) -N(CH3)2

3.33 ppm (t, 2H) -CH2-N(CH3)2

5.36 ppm (m, 1H) -CH(CH3)-CH2-N(CH3)2
Espectro No. 20.

Sintesis de veratraldehido (Intermediario)

En un matraz de 500 ml de 3 bocas 24/40 se pusieron 18.1 g (0.12 mo

les) de vainillina y 45 ml de agua hirviendo. Se preparé una solucién de hidréxido
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de sodio disolviendo 15g de NaOH en 75 ml de agua y una porcién de 36 ml de
esta solucién fué calentada cerca de IOOQC y anadida con cuidado a la mezcla
de vainillina y agua. Se continudé calentando hasta un ligero reflujo y se afiadie
ron con un embudo de adicién 14.2 ml (0.15 moles), de sulfato de metilo, cui--
dando de que la ebullicién fuese suave. Después de toda la adicién del sulfato
de metilo la reaccién se agité por 45 minutos y se calent§, al término de este
tiempo, se agregé una porcién adicional de 3.0 ml de sulfato de metilo, al fi--
nal de esta adicién la reaccién mostré un pH 4cido. Después de un calenta --
miente de 10 minutos la reaccién se hizo ligeramente alcalina por la adicién de
cerca de 6.0 ml de hidréxido de sodio e inmediatamente se afiadié otra porcién
de 3.0 ml de sulfato de metilo. La adicién alternada de la solucién de hidréxi-
do de sodio y sulfato de metilo se repitié dos veces mds, hasta llegar a un to-
tal de 0.27 moles de sulfato de metilo. Entonces la mezcla de reaccién se hizo
fuertemente alcalina por la adicién de 15 ml de la solucién de hidréxido de so-
dio y el calentamiento se continué 20 minutos después de la dltima adicién de
sulfato de metilo. La reaccién fue enfriada rdpidamente a ZSQC, con agitacién
continua, y el veratraldehido se extrajo con tres porciones de 30 ml de éter ca-

da una.

Los extractos fueron combinados y secados sobre sulfato de magnesio -
anhidro y el éter fue evaporado. El residuo consistente en un liquido de color
amarillo, se enfrié répidamenté observindose un sélido de finas agujas, que fun-
de a 42—439C. La produccién de veratraldehido fue de 18.4 g, con un rendi--

miento de 92.9%.
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Sintesis de 4cido verdtrico (Intermediario)

‘- Se colocaron 18.4 g (0.1107 moles) de veratraldehido y 500 ml de agua
hirviendo en un matraz de dos litros, de una boca 24/40. A la mezcla anterior
se le agregé una solucién de permanganato de potasio, preparada disolviendo 43.7
g (0.2765 moles) en 700 mi de H,O. Se introdujo un magneto al matraz y se le
puso un refrigerante en posicién de reflujo y se calenté hasta la dgcoloracién del
permanganato, lo cual requirié cerca de tres horas. Posteriormente se adiciond
suficiente KOH al 10% hasta hacer la solucién fuertemente alcalina y se continué
agitando por diez minutos mds. Se filtr6 la mezcla en caliente y se lavé con
dos porciones de agua caliente de 15 ml] cada una. Se extrajo el residuo de ve-
ratraldehido con éter, se separaron las dos fases y la parte acuosa se acidificé -
con HC1! hasta la completa precipitacién del 4cido verdtrico, el cual se filtré y
se lavé con abundante agua fria hasta pH neutro. Se secd y se recristalizé
“de etanol-agua, nuevamente se filtré6 y secs, dando un peso de 15.1 g, con

un rendimiento total calculado del 75.1% y con punto de fusién de 180-1812C

(reportado 181-1829C, anhidro).

Chi-11: Sintesis de 3,4-dimetoxibenzoato

de 3-dimetilamino-2-propilo

Se pusieron 5 g (0.0274 moles) de &cido verdtrico, suspendidos en 50
ml de tolueno y se le adicionaron 5.0 ml (0.0685 moles) de cloruro de tionilo,
se agité por dos y media horas y se calenté a reflujo. Se destilé el exceso de

cloruro de tionilo, se dejé enfriar y se le afiadieron 2.7 ml (0.0219 moles)
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de 3-dimetilamino-2-propanol disueltos en 7.3 ml de tolueno y se agité por tres
horas y se calent6 a reflujo. Se filtr6, se lavé con tolueno, el producto se re-~
cristaliz6 de diclorometano-acetato de etilo en una cantidad de 6.6 g, con un

rendimiento total calculado del 79.5% y con punto de fusién de 165-1672C.

La caracterizacion del producto por su espectro IR presentd las si-
guientes bandas: 3020 d(C-H de aromdtico); 2920 y 2860 m(C-H de -CH3, -CH2-
y -(EH- ; 2650 d(N'HC17); 1700 i(C=0); 1470 m(-CH2); 1365 d(-CH3); 1360

i(C-0-C); 875 d(C-H de bencenos trisustituidos). Espectro No. 21.

La caracterizacién del producto por RMN dié las siguientes bandas:
1.48 ppm (d, J=2Hz, 3H) CH(CH3)-
2.88 ppm (s, 6H) -N(CH3)2
3.43 ppm (seiial ancha, 2H) -CH2-N(CH3)2
3.88 oom (s, 6H) (CH3-0)2-C6H3-
3.60 ppm (m, 1H) -CH(CH3)~-CH2-N(CH3)2
6.86 ppm (d, J=3Hz, 1H) posicién 5
7.35 ppm (s, 1H) posicién 2
7.72 ppm (d, J=3H,, 1H) posicién 6
Espectro No. 22.

Sintesis de 4cido, 3,4-dicloro

benzoico (Intermediario)

En un matraz de dos litros 24/40, provisto de agitador y refrigerante en

posicién de reflujo se colocaron 30 g (0.19 moles) de permanganato de potasio,
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350 ml de agua y 10 g (0.0621 moles) de 3,4-diclorotolueno. La mezcla se ca

lenté lentamente a ebullicién y se agité por 36 horas hasta que el permangana
to se decoloré. Se filtrs, se lavé con dos porciones de 50 mi de agua hirvien-
do cada una y se trabajé con el filtrado, del cual se extrajo el 3,4-dicloroto--
lueno que no reacciond, con dos porciones de éter de 30 ml cada una. Después
se acidificé la fase acuosa con HC1 hasta la total precipitacién del dcido, se

filtrd, se lavé con abundante agua hasta pH=6, se secé y se recristaliz6 de eta-
nol-agua, filtrdndose nuevamente, y luego se secd, observdndose unv polvo blanco

que fundié a 200-202°C (reportado 206-2089C), con un rendimiento total calcu

lado del 86.54% que equivale a 10.3 g.

Chi-12: Sintesis de 3,4-diclorobenzoato de

3-dimetilamino-2-propilo

Se pusieron 4.0 g (0.0209 moles) de Acido 3,4-diclorobenzoico, suspendi-
dos en 50 ml! de tolueno y 3.8 mi (0.0522 moles) de cloruro de tionilo, se agi-
té y calenté a ebullicién por cuatro horas. Después se destilé el residuo de -
cloruro de tionilo y se dej6 enfriar para anadir 2.0 ml (0.0165 moles) de  --
3-dimetilamino-2-propanol, disueltos en 8.0 ml de tolueno y se agitd por tres
horas y se éalenté a ebullicién. Se filtr6, se lavé con tolueno y se recristali-
z6 el producto con diclorometano-acetato de etilo, que se filtré6 nuevamente pa

ra obtener 1.3 g de 3,4-diclorobenzoato de 3-dimetilamino-2-propilo, con un

rendimiento total calculado del 20% y punto de fusién de 141—1439C.
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La caracterizacidn del producto por su espectro IR present6 las siguien-
tes bandas: 3000 d(C-H de aromdtico); 2980 y 2030 a (C-H de 'CHB’ —CH2—,

-éH—); 2650 m(NHC17); 1720 i{C=0); 1585 d(C=C de aromitico); 1475 a{-CH3);

875 d(C-H de aromdirticos 1, 3, 4-trisustituidos). Espectro No. 23.

L.a caracterizacién del producto por RMN dié las siguientes sefiales:

1.48 ppm {(d, J=2Hz, 3H) CH(CH3)-
2.92 ppm (s, 6H) -N(CH3)2

3.43 ppm (d, 2H) -CH2-N(CH3)2

5.60 ppm (sefial ancha, 1H) -CH(CH3)-CH2-N(CH3)2

7.50 ppm (d, J=3Hz, 1H) posicién 5
7.93 ppm (m, 1H) posicién 6

8.13 ppm (s, 1H) posicién 2
Espectro No. 24.

Sintesis de 4cido p-metoxibenzoico . S

(Intermediario)

En un matraz de 500 m! de tres bocas 24/40, se pusieron 18.2 g (0.1317

moles) de 4cido-p-hidroxibenzoico y 45 ml de agua hirviendo, y se agregaron
36 ml de una solucién de hidréxido de sodio, preparada por disolucién de 15g -
,O. Al matraz se le puso un magneto y un refrigeran

del 4lcali en 75 ml de H

te en posicién de reflujo y se calentS. Después se le afiadieron 14.2 ml (0.1126

moles) de sulfato de metilo, con el cuidado necesario para mantener una ebu-
Nlicién suave, al finalizar la adicién se calenté a reflujo y se agité por 45 minu

tos y al concluir este tiempo se afiadieron 3.5 ml m4s de sulfarto de metilo, -
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entonces la reaccién mostré un pH dcido. Se continué con el calentamiento ‘por

10 minutos y la mezcla de reaccién se hizo ligeramente alcalina por la adicién

de 6.0 ml de la solucién de hidréxido de sodio e inmediatamente se agregé otra
porcién de 3.5 ml de sulfato de metilo. La adicién alternada de hidréxido de

sodio y sulfato de metilo se repitié dos veces mds, hasta llegar a un total de -
0.2952 moles de sulfato de metilo.La reaccién se hizo fuertemente alcalina por
la adicién de 10 ml de la solucién de hidréxido de sodio y fué calentada por -
20 minutos después de la altima adicién de sulfato de metilo. La mezcla de -
reaccién se dejé enfriar y se acidific6 con HC1 hasta la total precipitacién del

>écido. El producto se filtré al vacio y se lavé con abundante agua hasta pH

neutro y se secd, recristalizindose posteriormente de acetato de etilo-hexano

obteniéndose obteniéndose una cantidad de 17.7 g, con un rendimiento total cal

culado del 88.5%.

Chi-13: Sintesis de p-metoxibenzoato de

3-dimetilamino-2-propilo

Se pusieron 4 g (0.02629 moles) de 4cido p-metoxibenzoico, suspendidos

en 50 ml de tolueno y 5.0 ml (0.06572 moles) de cloruro de tionilo y se agité

por dos y media horas y se calenté a reflujo. Se destil6 el exceso de cloruro

de tionilo y se dejé enfriar y después se agregaron 2.5 ml (0.2103 moles) de -

3-dimetilamino-2-propanocl disueltos en 7.5 ml de tolueno. Al terminar la adi-
cién se agité por otras dos y media horas, calentindose nuevamente a reflujo.

El producto obtenido se filtrs, se lavé con tolueno y se recristalizé de dicloro-
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metano-acetato de etilo, con un rendimiento total calculado del 70.4%, que co-~
rresponde a 5.0 g de p-metoxibenzoato de 3-dimetilamino-2-propilo, de punto

de fusién 145-147°C.

La caracterizaci6n del producto por su espectro IR mostr6 las siguientes
bandas: 3000 d(C-H de aromético); 2950, 2920 y 2830 de (C-H de -CH3, -CH2-
y -CH-); 2660 m(-NHC17); 1700 i(C=0); 1600 i(C=C de aromitico); 1460 d(-CHz2-);
1400 d(-CH3); 1020 m(C~0O-C de aromdtico); 840 m(C~-H de afoma’fico disusti-

tuldo). Espectro No. 25.

La caracterizacién del producto porRMN dié las siguientes sefiales:

1.46 pp (d, J=2Hz,3H) CH(CH3)-

2.88 ppm (s, 6H) -N(CH3)2

3.40 ppm (seial ancha, 2H) -CH2-N(CH3)2

3.82 ppm (s, 3H) CH3-O-C6H4-

5.56 ppm (seiial ancha, 1H)-CH(CH3)-CH2-N(CH3)2

6.88 ppm (d, J=3Hz, 2H) posiciones 3 y 5§

7.98 ppm (d, J=3Hz, 2H) posiciones 2 y 6
Espectro No. 26.

Sintesis del d4cido 2-etilhexanocico

(Iniermediario)

En un matraz de 1000 ml 24/40 se pusieron 34 g (0.2151 moles) de per-

manganato de potasio, 300 ml de agua, 15.6 ml {(0.0998 moles) de 2-etilhexanol
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y nna solucién de hidréxido de sodio, preparada con 3 g del 4dlcali disueltos en 25
ml de agua. Se dejé en agitacién vigorosa por espacio de 12 horas y después -
se filtté y lavé con 2 porciones de agua de 50 ml cada una. El exceso de al
cohol se extrajo con éter, se separs la fase etérea y la fase acuosa se calen-
t6 ligeramente, se dej6 enfriar y se acidific6 con 4cido sulfirico y el produc
to se extrajo utilizando nuevamente éter, evapordndose este dltimo enrotavapor,
dejando un liquido ligeramente amarillo, perteneciente al 4cido 2-etilhexancico, en
a

cantidad de 8.6 g con rendimiento total calculado del 60.1%, que corresponde

9.5 m! del 4cido.

Chi-14: Sintesis de 2-etilhexanoato de

3-dimetilamino-2-propilo

Se colocaron 4.4 ml (0.0277 moles) de dcido 2-etilhexanoico, disueltos
en 50 ml de tolueno y 5.0 ml (0.0692 moles) :de cloruro de tionilo, calent4ndo-
se a reflujo y con agitacién por dos y media hotas. Se destilé el exceso de cloru
ro de tionilo y se dejS enfriar. Después se afadieron 3.3 ml (0.0277 moles) de 3-
dimetilamino-2-propanol, disueltos en 7.0 ml de tolueno y se agit6 por otras
dosy media horas calentdndose nuevamente a reflujo. Se filtr8, se lavé con to-
lueno y el producto se recristalizé de diclorometano-hexano en cantidad de 5.5
g dé 2-etilhexanoato de 3-dimetilamino-2-propilo, con punto de fusién de -

48-492C, y con un rendimiento total calculado del 75.3%.
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La caracterizacién del producto por su espectro de IR present$ las sji--
guientes bandas: 2970 y 2920 d{C-H, de ~-CH3-CH2- y —('IH); 2590 sefial ancha
d(-NHC17); 1630 d(C=0); 1470 d(-CH2-); 1390 d(-CH3). Espectro No. 27.

La caracterizacién del producto por RMN mostré las siguientes seinales:

1.26 ppm {d, J=2Hz, 6H) CH3-(CH2)3~CH(CH2-CH3)-

1.68 ppm (d, H=2Hz, 3H)-COOCH(CH3)-

2.95 ppm (s, 14H) CH3(CH2)3-CH(CH2-CH3)-COOCH(CH3)CH2-N(CH3)2
3.46 ppm (d, 2ZH) COOCH(CH3)CH2-

4.30 ppm(senal ancha, 1H) CH3(CH2)3CH(C2HS5)COO-

5.10 ppm ({sefial ancha, 1H)-COOCH(CH3)CH2N(CH3)2
Espectro No. 28.

ChI-15: Sintesis de p-metoxibenzoato de

3-dimetilamino-1-propilo

Se colocaron 4.0 g {0.0263 moles) de 4cido p-metoxibenzoico, suspéndi-
dos en 50 ml de tolueno y 5.0 m! (0.0657 moles) de SOCl, y se agit6 por dos
y media horas con calentamiento a reflujo. Se destilé el exceso de cloruro de
tionilo, se dej6 enfriar y se adicionaron 3.2 ml (0.0263 moles) de 3-dimetilami-
no-1-propanol, disueitos en 8.0 de tolueno, calentindose a reflujo y con agita--~
cién por dos y media horas. Se filtré, se lavé con tolueno y se recristalizé de
diclorometanc-hexano. Se obtuvo un producto con un rendimiento total calcu-
lado del 68.8% que corresponde a 5.6 g de p-metoxibenzoato de 3-dimetilamino-

o
1-propilo, de punto de fusién de 140-142 C.
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La caracterizacién del producto por su espectro IR presenté las siguien-
tes bandas: 3920 d(C-H de aromdtico); 2960, 2940 y 2880 de (C-H de -CH3 vy

-CH2); 2660 sefial ancha m(~-NHC17); 1700 m(C=0); 1605 d(C=C de arométi--

co); 1465 d(-CHZ—); 1395 d(-CH3); 1030 d{C-0O-C de aromdtico-alifético); -

840 d(C-H de aromdtico disustituido). Espectro No. 29.

La caracterizacién del producto por RMN presenté las siguientes sefiales:

2.35 ppm (sefial ancha, 2H)-COOCH2-CH2-CH2-N(CH3)2

2.82 ppm (s, 6H) -CH2-N(CH3)2
3.16 ppm (m, 2H) -CH2-N (CH3)2

3.80 ppm (s, 3H) CH3-0-C H,-

4.35 ppm (t, 2H)-COO-CH2-

6.88 ppm (d, J=3Hz, 2H) posiciones 3 y §
7.42 ppm (d, J=3Hz, 2H) posiciones 2 y 6

Espectro No. 30.
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CAPITULO  IlI
PARTE EXPERIMENTAL BIOLOGICA

3.1.  Aplicacién d e los compuestos.

Los camotes utilizados fueron de Dioscorea floribunda crecidos en inver-

nadero, de 4 afios de edad y un tamafio aproximado de 20 cm, los cuales se pela-
ron y cortaron en trozos. Los pedazos de barhasco se molieron en la licuadora -
con hielo, a razén de 10 g de hielo por cada 2 g de barbasco y un tiempo de ho-
mogeinizacién de 30 segundos, con el fin.de evitar el calentamiento que pudiera

desnaturalizar proteinas o inactivar alguna enzima y, también, el de tener una -

muestra uniforme.

En matraces Erlenmeyer de 50 ml se pusieron 10 ml del compuesto a -

3 mol), 12 ml de la mezcla hielo

probar, en una concentracién conocida (1 x 10~
barbasco y 10 ml de agua. Cada compuesto se probé por triplicado. Los

matraces se dejaron reposar, tapados con papel aluminio a 18-242C, durante 4
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dias y expuestos a la luz. Al terminar este tiempo, las mezclas se pasaron a ma-
traces de bola de 50 a 100 ml 24/40, los cuales estaban previamente tarados. Los
matraces con las mezclas se metieron a la estufa, a una temperatura entre 95 y

1002C, durante toda una noche, hasta que quedé un residuo sélido que se pesé e

hidrotizé.
3.2.. Hidrélisis y extraccién.

El residuo sélido que quedé en cada uno de los matraces de bola se pesé

por diferencia y se le adicionaron 4 ml de HC1 3N y 4 ml de una solucién de

S-et~colestdn-3- B -ol, disuelto en xileno {con una concentracién de 850 mg/l), -

usado como patrén interno, por cada 300 mg de residuo sélido.

A los matraces se les colocS un refrigerante en posicién de reflujo y se

calenté por espacio de 4 horas. Al finalizar este perfodo se dejaron enfriar y
se centrifugaron y la fase orgdnica se separé de la acuosa, para su andlisis pos-

terior mediante cromatografia de gases.
3.3. Determinacién por cromatografia de gases.

Todas las separaciones se realizaron en un cromatégrafo de gases Perkin
Elmer, modelo 3920. Se empleé una columna de vidrio de 6 pies de longitud ,

de 1/8 de pulgada de didmetro, con fase liquida OV-17 al 3%, con soporte CGQ,

de malla 100/120.
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El gas acarreador fue nitrégeno, con un flujo de 30 ml/min.

El detector utilizado fue de ionizacién de flama FID, con gas hidrégeno
a 1.5 Kg/cm2 y aire a 3.5 Kg/cmz. La temperatura de la columna, del in--

. o
yector y de la interfase se mantuvo a 300 C.

La velocidad de la carta del graficador fue de 12 pulgadas por hora. El

disolvente utilizado fue xileno.

Las curvas de calibracién se prepararon utilizando mezclas de 5-o<
colestdn-3-4-ol (p.f. 141.5-1429C), como esténdar interno y diosgenina ( p.f.

204—2079C). Cada una de ellas muestra un solo pico en los cromatogramas.

3. C 4 1 ¢c ul o's .

La determinacién de diosgenina se llevé a cabo inyectando por duplicado
2 microlitros de la fase orgénica, proveniente de la hidrélisis y extraccién de -

cada muestra y calculando el promedio de las proporciones.de las 4reas de los

picos.
El contenido de diosgenina del barbasco seco se calculé usando la férmu
la:
. . _ A _ml_ 100
% diosgenina = a X 2x ¥r weee (1)
donde

A = 4rea de la diosgenina



a = drea del colestanol

m, = peso del estdndar interno

m, = peso del barbasco seco

Fr = factor de respuesta,
obtenido de:

A m,
r= —
F r = X

donde S

a'=" 4rea del colestanol
m, = . peso del estdndar interno
m =

peso de la diosgenina

40.-

Para evaluar la confiabilidad en los resultados obtenidos se empleé el -

método estadistico de la t de Student, usando la férmula:

' X - Xo
t = ———— . eeess ( 37 )
donde
: s%(n_-1)+S%ni-1)
o 0o 1
Sp = -
n, +n - 2
Xi =

% de diosgenina promedio de ni determinaciones
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n; = nimero de determinaciones efectuadas para cada muestra teniendo el com-
puesto a probar. ( 3 en todos los casos ).

Xo = % de diosgenina promedio de determinacicnes.

n, = ndmero de determinaciones efectuadas para cada muestra usada come con-
trol, sin compuesto a probar ( 3 determinaciones ).

Sp = varianza promedio.

X, = % de diosgenina para cada determinacién del control.

X

= % de diosgenina para cada determinacién del compuesto a probéu.




CAPITULO IV~
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Sintesis de los compuestos.

Las primeras sintesis de los ésteres se iniciaron usando una relacién de
una mol de cloruro de 4cido y tres moles de amino-alcohol, para hacer reaccio-
nar todo el cloruro del dcido, sin embargo, se observé experimentalmente gque la
reaccién no aumentaba su rendimiento y si se dificultaba mucho su purificacién,
:1 lo que

la condicién 6ptima para su obtencién fue una relacién mola de 1 :

originé, ademds, que todos los compuestos se obtuvieran como clorhidratos.

En la reaccidn de esterificacién se hizo patente el hecho de que la adi
cién del amino-alcohol ramificado deberfa efectuarse muy lentamente y caer di--

rectamente en el seno del liquido para optimizar los rendimientos.
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4.2. Aplicacién de los compuestos.

En trabajos anteriores (6, 27), se habia observado durante la sintesis
de sustancias biorreguladoras, la importancia de que el anillo aromiético tuviera
sustituyentes donadores de electrones para dar sustancias biolégicamente activas.
Los amino alcoholes usados hablan sido el 2-dietilaminoetanol y el 3-dimetilami-
no-l-propanbl. El presente trabajo se efectud usando el 3-dimetilamino-2-pro-
panol para evaluar la importancia del namero de dtomos de carbono entre el és-
ter y el grupo amino, asi como observar el efecto de la ramificacién de dicha
cadena. En base a ésto en la prueba biol6gica se utilizaron dos de los compues
tos que cumplian con el requisito de tener grupos donadores de electrones en -~
el anillo. Uno de ellos con metoxilos, que ademds activaban el anillo aromdtico

y el otro con cloros, que desactivaban el anillo aromdtico.

El compuesto 11, que contenia los metoxilos en posiciones 3 y 4, produ-
jo un 16% de incremento de diosgenina con respecto al control ( 0.627% y 0.541%,

respectivamente. Mediante andlisis estadistico se observé 90% de confiabilidad en

los resultados.

Para el compuesto 12, el cual tenfa cloros en las posiciones 3 y 4, el
porcentaje de incremento de diosgenina fue de 22% con respecto al control -
( 0.664% y 0.541%, respectivarr;ente ), teniendo mediante andlisis estadistico un
97.5% de confiabilidad, de donde se observa que ambos compuestos parecen te-
ner una buena actividad en la induccién para la biosintesis de la diosgenina.

Sin embargo, cabe resaltar el hecho de que compuestos con una estructura si-



milar, en cuanto al anillo aromidtico y teniendo una cadena lateral diferente,
han demostrado tener una actividad mayor en la induccién de la diosgenina (6).
En el caso de la induccién de los carotenos, es conveniente hacer notar que es

te tipo de compuestos debe tener exclusivamente 2 4tomos de carbono entre el

nitrégeno y el grupo éster o érer, resultando inactivos los compuestos con 3

carbonos, o los que presentan algunas ramificaciones ( 27 ). Estos requerimien

tos estructurales no son tan importantes cuando se evaldia el incremento de las

bioinducciones de hule en el guayule ( 15 ).

4.3. Cuantificacién de la Diosgenina.

El método propuesto por A. Rozanski (29), para la extraccién y deter—

minacién de diosgenina, a prtir de tubérculos de Dioscorea, fue el empleado en

este trabajo sin ninguna modificacién ( 6 ).

Como ya se menciond, este método tiene una precisién y una exactitud

comparables con los métodos gravimétricos, pero tiene la ventaja, entre otras,

de que es mucho mds simple y rdpido. En un primer paso, la hidrélisis y ex-

traccién son llevadas a cabo simultdneamente, en un mismo matraz, al utilizar

un sistema de dos fases. En la determinacién por cromatografia de gases se

utilizé el método del estdndar interno, para compensar variaciones por pérdidas
de manipulacién del material, lo cual permite comprobar que son las condiciones
6ptimas. La cuantificacién de la diosgenina se hizo aplicando la férmula 1 (p4-
gina 40), ya que el aparato de cromatografia de gases tenia integrador, lo que

dié directamente las dreas de los picos.



"CAPITULO VvV
CONCLUSIONES

5.1. Se sintetizaron quince compuestos, obteniéndose datos espectroscé-
picos satisfactorios para todos ellos, que confirman sus estructuras y se adecua-
ron los procedimientos especificos de sintesis para cada compuesto y se definie-

ron sus pardimetros de operacién. (Compuestos 1 a 15) .

5.2. Se probd la actividad de los ésteres ramificados, derivados del -

3-dimetilamino-2-propanol y la del dcido benzoico 3,4-disustituido.

5.3. Los compuestos 3,4-dimetoxilado (Chi-11) y 3,4-diclorado (ChI-12)

muestran una tendencia a incrementar la cantidad de diosgenina, por incubacién -

de los mismos con homogeneizados de tubérculos de Dioscorea floribunda, en 16

y 22% respectivamente, en comparacién a un control de referencia.

i

5.4. Potencialmente, se dispone de 13 compuestos adicionales con po-
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sible actividad biolégica a investigar, sugiriendo se efectlen con mayor nimero de

muestras para una estandarizacién.
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