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INTRODUCCTION




La familia Jioscoreaceae estd constitufda por el --
género grande Dioscorea y por 7 u b géneros de pocas especies.
La vioscorea misma contiene entre 600 y oU0 esvecics que se -
distribuyen por el mundo, principsliente en l=s zonzs tropi--

cales.

Con pocas excepciones son bejucos trepadores. Todas
las especies desarrollan drganos de alnacenamiento: tubércu--
los. E1 tub€rculo puede vivir por anos creciendo en tamafio y
extendiéndose por todos lados o bien puede morir anuzlmente -
durante el proceso de germinacidn del tubdrculo. Generalmente
las Dioscoreas del continente americano tienen tubérculos ---

verdaderamente perennes,

Los tub€rculos sirven como reserva de alimento para
la planta, con el fin de que pueda sobrevivir en tiempos de -
sequfa o bien en el invierno. oson atractivas para animales -
que cavan y comen tub€rculos, ya que son suculentns fuentes -
de almiddn; sin embargo, durante su evolucidiu, las Dioscorcas
han adquirido caracteristicas especiales que 1l=s protegen --
contra animales. sntre estas caracteristicas tenemos que nl--
gunas han desarrollado tubérculos rmy hondos, otras poseen -

espinas, algunas contienen gsabores desagradables o bien con--



tienen venenos gque pueden ser de dos tisou: alcaloides o sa--
poninas. Hasta ahora no hay evidencia alJsuna de que las sapo-

ninas juegen otro papel en la planta viviente.

Dioscorea cowposita Hemsl:

Planta robusta, alta, trepadora, tallo liso sin es-
pinas, inflorescencia robusta, filamentos desiguales, anteras
en ldéculos separados, brdcteas asgudas, anc.anente lanceoladas
periantios carnosos de 3 mm de longitud, rizoma grande, sub--
tuberoso, hipdgeo, flores pequerias unisexuales. lLa inflores--
cencia masculina es robusta, la feicnina es =alargada. se rul-
tiplica asexualnente por bulbillos axilares, ..stos bulbillos

son las yemas, que en su parte inferior se atrofian.
Nombre local: "Barbasco"

Distribucidn: Veracruz, Puebla, Tabasco, Oaxaca y

Chiapas.
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GLUCOSIDOS . -

Los glucdsidos pueden definirse como derivados cetd-
licos de formas ciclicas de azicares (generalmente furanosas y
piranosas), en las cuales, los hidrdgenos de los oxhidrilos --
hemiacetdlicos han sido reemplazados por grupos alcohilo o a--
rilo y que por hidrdlisis completa, producen alcoholes y uno -

(3)

o mds monosacaridos,

SAPONINAS. -

Las saponinas son una clase importante de glucdsidos
ampliamente distribufdos en plantas. Son poco solubles en agua
Yy poseen 1a propiedad de ser detergentes ya que forman espuns
jabecrosa con el agia por disminufr la tensidn superficial de -

la misma.

Son venenos eficaces para animales ae sangre fria, -
ssto toxicidad estd relacionada con la propiedad de disminufir
la tensidrn superficial, de esta marera bujr la solubilidad del

oxfgeno en el agua y los peces mueren por asfixia.

Por regla general, en animales de sangre caliente, -
no son tdéxicas al administrarse por via oral, detido a que nc

se atsorben en el intestino, sin ewmbargo, cuando se adminis---



tran por via intravenosa, hemolizan a los gldbulos rojos, ya
que se combinan con el colesterol de la membrana de los eri-
trocitos.

La hidrdlisis de una saponina da como resultado u-
no o varios amicares y un aglucén denominado sapogenina. Las
sapogeninas son inactivas fisioldgicamente o mucho menos ac-

tivas que las saponinas de las que forman parte.
De acuerdo al aglucdn, las saponinas se dividen en:

a) Saponinas neutras.-

Sus aglucones derivan del ciclopentanoperhidrofenantreno:

Son usadas en la fabricacidn de hormonas esteroides.

b) Seponinas dcidas.-

Sus aglucones derivan de un triterpenou:

29 aw
Son usadas en la fabricacidn de ladrillo acdstico, placas



(5)

y pelfculas fotogrdficas, cerdmica y preparados cosméticos.

Las saponinas esteroides pueden diferenciarse de --

las triterpenoides por las siguientes caracteristicas:

a) Las saponinas esteroides provienen de monocotileddnmeas, =
con excepcidén de las que se extraen de la semilla de di--

gital, las triterpenoides provienen de dicotiledéneas.

b) Las saponinas esteroides tienen cardcter neutro, las ——--

triterpenoides son dcidas.

c¢) Las saponinas esteroides tienen puntos de fusidén infe--—-

riores a 2750, las triterpenoides alrededor de 3000.

d) Las sapogeninas esteroides que poseen un oxhidrilo beta -

en C-3, precipitan con solucidn alcohdlica de digitonina(s)'

Las saponinas esteroides se encuentran generalmen--
te en forma de glucdsidos de espirostanol, en los cuales los_
azdcares se encuentran unidos al C-3 del aglucén. En 1946, -
Marker sugiridé que las saponinas esteroidales naturales, sin-
tetizadas por plantas, pueden tener un azdcar en C-16 & C-26,
lo cual fu€ confirmado posteriormente por Tschesche y col., -
quienes encontraron que la zarzaparrillosida, obtenida de -
Radix zarzaparrillae, contiene 2 azdcares; uno en C-3 y otro_

en C"26n(7 )



SAPOGENINAS thEROIDES.—(B)

Difieren de los esteroles por presentar una cadena
espirocetdlica, incrementdndose de esta manera la polaridad -

de la molécula.

ESTEROL : SAPOGENINA ESTEROIDE :
Colesterol Diosgenina

Segdn 1la cadena lateral, las sapogeninas esteroides

se dividen en:

1) Compuestos de cadena espirocetdlica completa:

Son cetales internos de 16, 26 dihidroxi-cetoesteroides -
con 27 dtomos de carbono, contiene 2 anillos heterocfcli-
cos con heterodtomo de oxigeno, el anillo E de 5 miembros

y el anillo F de 6 miembro%..sj.

0,
~osE

'I"‘!:IL Pennogenina
L



2) Compuestos de cadena lateral semiabierta:

Se sugiere el término furostano. En este grupo sélo se —--
conoce una sapogenina natural, la Nologenina, que fué -—-—-

aislada de un Trillium por Marker:

|
i s

3) Compuestos de cadena lateral abierta:

O sea, derivados del colestano. Ej.

o

ol

Calibagenina

ESTEREOQUIMICA. -

Existen 3 tipos de isomeria en las sapogeninas es—-

teroides:

a) Cuando el grupo OH se proyecta hacia adelante del plano,
se dice que la unidn es beta, si se proyecta hacia atrds,

se dice que la unidn es alfa:
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Unién alfa Unidn Dbeta

Los anillos A y B pueden tener unidn cis 6 normal, o bien
trans § alo. Cuando la unidén es trans, el enlace que co-
necta la posicidén C-10 con el grupo metilo, se representa
con trazo cont{mio y con linea punteada el enlace que co-
necta a el dtomo de H con la posicidén C-5. De esta mane-
ra se indica que los substituyentes se hayan situadoé en
lados opuestos de la molécula.

Cuando la unidn es cis, ambas lineas se representan con -

(9)

trazo continuo:

iy oHy
) : ,o

1} W
Colestanol Coprosterol

A/B +trans ' A/B cis



¢) Cuando el grupo metilo del C-25 se encuentra en posicidn

beta, da lugar a las neosapogeninas, si se encuentra en -

posicidn alfa, da lugar a las isosapogeninas:

as)y—Coy
)
Serie "iso" Serie "neo"
Diosgenina Yamogenina

TECNOLOGIA., -

La industria de hormonas esteroidales adquirid un -
nuevo aspecto con el descubrimiento de una sapogenina denomi-
nada Diosgenina y con el desarrollo de m€todos eficaces para

su degradacidn a intermediarjos de C-21 y C-19.

La sapogenina fu€ aislada en 1936 de la rafz de una
Dioscorea japonesa por Tsukamoto y colaboradores, que carac-—-
terizaron la substancia como un alcohol secundario de digito-
nina con férmula: 027 H42 03. Otros trabajos japoneses lle-
garon a la conclusidén de que la Diosgenina es un derivado --
D5 colestano 3 ol. Los anillos A y B se encuentran en po—-

sicidn "cis" y la cadena lateral es "iso".
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Existen otras sapogeninas que se encuentran en -—---
grandes cantidades, sin embargo, estdn completamente satura--
das y algunas de ellas contienen uno o mds grupos oxhidrilo -

adicionales.

En 1940, Marker desarrolld un proceso eficiente pa-
ra la degradacidén de la cadena lateral de la Diosgenina y su
conversidn a esteroides de C-21l. En 1944, se trasladd a Mé--
xico a contimiar sus actividades, debido a que encontrd una -
fuente abundante de Diosgenina en una especie de Dioscorea -
conocida como "cabeza de negro"; en ese mismo afio se produje-

ron algunos kilogramos de progesterona,

Posteriormente se comprobd que la Diosgenina es ma-
teria dtil no sélo para la produccidn de progesterona sino --

también de hormonas andrdgenas y estrdgenas.

En 1949 se encontrd otra Dioscorea, usada por los -
indios como veneno de peces y denominada "barbasco"., Esta ---
Dioscorea contenfa de 3 a 10 veces mds Diosgenina que la "ca-

begza de negro'.(lo)

Las Dioscoreas usadas en México para la obtencidén -

de Diosgenina son: D, mexicana, D, composita, D. floribunda
(11)

y D. spiculiflora. El rendimiento var{a entre 1y 5%, --

pero puede llegar hasta 8 y 10% de la raiz seca segin la espe-

cie, la edad de la planta y la estacidén en que se coseehd.(lz)
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La Dioscorea composita es una de las fuentes mds --

ricas y solicitadas de sapogeninas esteroides. La sapogenina

principal de estas plantas es la Diosgenina,

A pesar de que la Diosgenina sirve como punto de -

partida para la sintesis de hormonas esteroides en México,

se tiene muy poco conocimiento acerca de sus precursores y -

solamente, por extensidén, se les considera semejantes a los

glucdsidos de Dioscorea tokoro, planta del mismo género que

las usadas aqui para la obtencidn de Diosgenina, pero que e--

videntemente no tiene porqué ser igual a Dioscorea composita,

perteneciente a otra especie y con un habitat completamente -

diferente a 1la citada Dioscorea tokoro.

Los trabajos publicados a este respecto se deben a_
Kawasaki y colaboradores en Japdn, gquienes aislaron e identi-

ficaron la Dioscina, cuya fdrmla es la siguiente:
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El presente trabajo se enfocd al estudio de los --

glucdsidos de Dioscorea composita.
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El estudio de la planta Dioscorea composita, comin--

mente denominada "barbasco", permitid el aislamiento de dos —--
glucdsidos diferentes, uno de ellos denominado glucésido A --
con p.f. 247°. 1la pequefia cantidad obtenida de esta substan--
cia, permitid Unicamente la preparacidén de un acetato, con el_
fin de compararlo por cromatograffa en placa fina con el ace--
tato del monoglucdsido auténtico, comprobdndose de esta manera

la presencia de monoglucdsido de Diosgenina en el material o--

riginal, probablemente como paso intermedio en la biogénesis -

de otros glucdsidos.

El segundo glucdsido, denominado glucdsido B, con --
p.f. 208°, mestra en IR una banda intensa a 3400 cm'l, CO=——m
rrespondiente a OH y dos bandas a 895 y 920 cm-l, atribuibles_
a una sapogenina de la serie "iso", sin embargo, las intensi--
dades relativas de estas 2’ bandas no son tan diferentes como -
en el caso del monoglucdsido o de la Diosgenina misma, sugi--—-
riendo la posibilidad de la presencia de Yamogenina, que per--
tenece a la serie "neo". Kl espectro de RMN no es myy signi--
ficativo debido a la presencia de gran cantidad de grupos OH,
Andlisis elemental. Calculado: %C: 62.515 %H: 8.894 %0: 28,462
Encontrado: %C: 62.06 %¥H: 8.68 %0: 29.17
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Al preparar el acetato del glucdsido B, se obtiene -

una substancia con p.f. 110°, que muestra en IR la banda ca---
racter{stica del grupo acetilo a 1750 cm'l, no se presenta la_
banda correspondiente a OH. £El espectro de RMN en cloroformo_
presenta 4 sefiales de acetato entre 1.9 y 2.2 ppm. Debido a --
que una de las bandas integra para el triple que las otras 3,
se pensd que eran 6 los acetatos existentes, esto se confirmd
haciendo un espectro en benceno deuterado, en el cual se ob-—--
servan 5 sefiales de acetato entre 1.7 y 1.95 ppm., que parecen
integrar para 18 protones, lo cual corresponde a 6 acetatos. -
Esto nos hizo pensar que el glucdsido B era un diglucdsido.
Andlisis elemental: Calculado: %C: 62,83 %H: 7.59 %0: 29.54 -
Encontrado: %C: 62.85 %H: 7.62

El precipitado de 1la hidrdlisis del glucdsido B, pro-
duce como aglucdn una sapogenina que fu€ aislada e identifica-
da espectrogrdficamente como Diosgenina por comparacidén con u-
na mestra suténtica. Por cromatograffa en placa fina se ob--
serva que la Diosgenina estd acompafiada por una substancia de_
Rf mayor, la cual fué aislada por cromatografia en placa pre--
parativa e identificada como un dieno de Diosgenina, cuya ab--

sorbancia al UV es a 247 milimicras y que en IR presenta una -

-1

banda a 1650 cm ~, correspondiente a dobles ligaduras.
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La posible férmla de esta estructura es la siguien-

te:

En la fraccidn acuosa, obtenida del producto de la -
hidrélisis, se identificaron, por cromatograffa en placa fina,

2 azdcares: glucosa y rhammosa. La valoracidén de azicares u--

tilizando 2 métodos diferentes, did los siguientes resultados:

Método 1:

Valor promedio encontrado:

45.6 mg/100 mg de muestra
Calculado para un glucdsido de Diosgenina con:

a) Una mol de glucosa: 30.0 mg.
b) Dos moles de glucosa: 47.6 mg.

c) Tres moles de gluceosa: 56.0 mg.
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Nétodo 2:

Valor promedio encontrado:
41.8 mg/100 mg de muestra
Calculado para un glucdsido de Diosgenina con:

a) Una mol de glucosa: 31.23 mg.
b) Dos moles de glucosa: 48.50 mg.

¢c) Tres moles de glucosa: 60.09 mg.

Con estos resultados y los datos espectroscdpicos, se
asignd a este compuesto una estructura tentativa de:
Diosgenina - glucosa - rhamnosa
o

Diosgenina - rhamnosa - glucosa

Sin embargo, debido a que el compuesto identificado _
como monoglucdésido se encuentra también en forma natural en la

planta, la estructura ldgica es:

Diosgenina - glucosa - rhamnosa

bsto se ha comprobado al efectuarse la hidrdlisis —--
parcial de este glucdésido, que por cromatografia en placa fina

da como resultado 3 substancias:
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a) Diosgenina
b) monoglucdsido de Diosgenina

¢ ) Substancia original (glucdsido B)

Estas tres substancias fueron aisladas por cromato--
graf{a en columa y comparadas por sus puntos de fusidén con --

mestras auténticas.

A pesar de que la Pennogenina se encuentra presente_
al efectuarse la hidrdlisie directa del rizoma, la hidrdlisis_
de los glucdsidos, no miestra, en ningdn caso, la presencia de

esta sapogenina.

Por 1o tanto, las posibilidades de estructura de es-

te glucdsido son las siguientes:

A)

3(1,4)
0 S

os Ok
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B) 3(1,2)

caol
io
o f
2=

c)
—o— 3(1,6)
w Qo :
oh on i o

Se estd realizando ya un trabajo enfocado a la de-
terminacidn de la estructura terciaria de este glucdsido

mediante permetilacidén, hidrdlisis y espectroscopia.
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Los puntos de fusidn se tomaron en un aparato Fisher -

Jones., (las lecturas se dan en grados Centigrados)

Los espectros de Infrarrojo se determinaron en un apa-

rato Perkin - Elmer modelo 337.

Las determinaciones de Andlisis Elemental fueron reali-
gzadas por el Dr. A. Bernhardt de Milheim - Ruhr (A--

lemania).

Los espectros de EMN se determinaron en un espectrdéme-

tro analftico Varian A-60.

El espectrofotémetro usado fué un EF. UV-Visible —-—-
Perkin - Elmer modelo 202,
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Desengrasado de la planta.-

Dos porciones de 1.5 Kg de rizoma de barbasco seco
y molido (sin mimero de lote. Del 15 de Septiemvbre de 1972),

se desengrasaron con 3 porciones de 3 1 de hexano cada una,

bsto se hizo de la siguiente marn~ra: Se aliadieron
3 1 de hexano, se calentd a ebullicidn durante media hora, -
se dejd reposar durante 24 horas a temperatura ambiente agi-
tdndose contimamente, se decantd, se le afiadid otra porcidm
de 3 1 de hexano, se calentd a ebullicidén decantdndose des--

puds de media hora y se repitid muevamente esta operacidn.

Las porciones fueron denominadas: Fraccidn Iy --

Fraccidn II respectivamente.

Extraccidn de los glucdsidos.-

La extraccidn en cada una de las fracciones se hizo
con 3 porciones de 2 1 de metanol caliente, La primera por-
cidn se dejd en contacto con el disolvente durante 8 horas y
las 2 restantes durante una hora. La filtracidén, despuéds de_
cada adicidén se hizo en embudo caliente, ya que al enfriarse

el metanol, los glucdsidos cristalizan rdpidamente.

Las 3 porciones con las cuales se hizo la extrac--

cidn se unieron y se colocaron en el refrigerador, con el --
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fin de que precipitara la mayor cantidad posible de glucdsi--
dos. E1 extracto se decantd y el sdlido se recristalizd de -
metanol caliente, obteniéndose as{ las fracciones: I (prove--
niente de el filtrado I) y II (proveniente de el filtrado II)

Ver cuadro no. 1

Los filtrados se concentraron a la nitad de su vo--
lumen colocdndose en el refrigerador, posturicrmente se fil--
traron y as{ se obtuvieron las fracciones: III (proveniente -
de el filtrado I) y IV (proveniente de el filtrado II), los -
cuales se recristalizaron de metanol caliente y las aguas ma-

dres de la cristalizacidn fueron evaporadas,

Se volvié a concentrar el filtrado a la mitad de su
volumen, obteniéndose as{ las fracciones: V (proveniente de -
el filtrado I) y VI (proveniente de el filtrado II), las cua-
les se recristalizaron de metanol caliente y las aguas madres

de la cristalizacidn fueron evaporadas.

Los filtrados restantes se evaporaron a sequedad, -
y as{ se obtuvieron las fracciones VII (proveniente de el =--
filtrado I) y YIII (proveniente de el filtrado.II)._ La eva--
poracidn fué diffcil, ya que espumaban macho y hubo de secar-

los a bomba de vacio;
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RESULTADOS :
Fracciones: Peso: Punto de Fusidn: Aspecto:
1 19.0 g 210-215° Polvo blanco
I 10.7 & 205-212° Polvo pardo
111 21.1 g 195-202° Polvo pardo
v 12.0 g 202-207° Polvo blanco
v 13.7 & 203-205° Polvo pardo
VI el 205-208° Polvo pardo
Aguas Madres III 4.4 g 200-205° Polvo pardo
Aguas Madres IV 1.5 g 200-204° Polvo pardo
Aguas Madres V 4.3 & 198-203° Polvo pardo
Aguas Madres VI 2.4 g . 200—205° Polvo pardo
VII 21.0 & Chicle obscuro
VIII 19.9 g Chicle obscuro

Peso total de los glucdsigps obtenidos: 138.4 g
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Cuadro no., 1l:

1.5 Kg Barbasco
lHexano
Barbasco desengrasado
IExtraccldn con MeOH caliente
]

Filtrado Residuo

conc, Fraccidn I
crist. de MeOH

>
Residuo Filtrado

crist. conc.,
de MeOH

Residuo Piltrado

Fracc. %ﬁ%as M.
T11 crist. evaporacidn
— total

Fracc. AEL M.

Fraccigp VII

Una vez obtenidos los productos secos, se hizo un -
estudio de solubilida@, observdndose que la solubilidad de -
los productos I-VI es la misma.

Solubles en: metanol caliente, piridina y mezcla de clorofor-

mo-metancl,
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Insolubles en: agua, metanol frio, etanol, prOpahol, butanol,

acetona, €ter, cloroformo, benceno y tolueno.

Los productos VII y VIII son solubles en metanol --
caliente, poco solubles en metanol frio, cloroformo, acetona_
7 mezcla de cleroformo-metanol e insolubles en agua, etanol,_

propanol, €ter, benceno y tolueno.

Se prosiguid a hacer cromatografia en placa delgada

de todas las fracciones. Los eluyentes utilizados fueron:

1) agua-butenol-benceno (60:20:20)

2) cloroformo-zcetona-metanol (45:35:20)

3) cloroformo-isobutanol-metanol (60:20:20)
4) cloroformo-metanol (70:30)

5) cloroformo-metanol (60:40)

6) cloroformo-metanol (75:25)

7) cloroformo-butanol (60:40)

8) cloroformo-metanol-butanol (75:15:15)

Se encontrd que el eluyente apropiado es el no. 8, _
ya que en los demds se observan unicamente 2 § 3 manchas y en
algunos casos, como en el (6), no se observa separacidn, en -

cambio, en el medio no. 8 se observan 5 manchas,
Los Rf obtenidos fueron:

Re

Glucdsido A: 79.1
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e 3
Glucdsido B: 69.3
Glucdsido C: 43.0
Glucdsido D: 36.0
Glucdsido E: 18.0

Se observd que los glucdsidos ¢ y D se encuentran -
tan juntos, que algunas veces fu€ imposible observar la dife-
rencia entre ambos cuando se corrfia la placa una vez, por lo_
tanto fué necesario correrlas 2 veces con el fin de comprobar

que eran dos los glucdeidos,

Se encontrd que las fracciones I-VI contienen los -
mismos glucdsidos, sin embargo, en las fracciones VII y VIII,
a pesar de qué se obtienen R, iguales, la coloracidn de las -

manchas varfa al revelarlas con dcido sulfurico 5 N

En el caso de los glucdsidos C y D, esta coloracidn
que en las fraccicmes I - VI es rosa, en las fracciones VII y

VIII es amarilla.

Aislamiento de los glucdsidos.-

Las fracciones usadas para la eeparacidn en columna
fueron: fraccidn I y fraccidn IV, ya que eran las que presen-

taban mejor aspecto. El1 adscrbente usado fu€: Gel de Silice
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60; 0.063-0.22 mm (70-230 Mesh ASTM). La proporcidn usada -
fud: 1 g de mestra por 100 g de adsorbente. Como eluyente se

utilizdé la mezecla no. 8.

De los 5 glucdsidos de que constan las fracciones -
denominados: A, B, C, D y E respectivamente, fueron aislados_
el Ay el B. Se aislaron 15 mg. del glucdsido A y 180 mg. —-
del glucdsido B.

Se encontrd que el glucdsido B se encuentra en ma--
yor proporcidén, aproximadamente en un 55%, ademds de una mez-
cla de glucdsidos C y D, que se encuentran en proporcidén de -
un 35% aproximadamente; el glucdsido E en un 5% y el glucdsi-
do A en un 5%. La recuperacidén que se obtuvo fué de un 90% -

aproximadamente.,

Los glucdsidos A y B son fdciles de separar, sin --
embargo, los glucdsidos C, D y E, a pesar de diversos inten--
tos, no han podido ser separados por columna, quizds esto se_
deba a gque los lil:r de Cy D son my semejantes y en el caso de

E probablemente por encontrarse en una proporcidn minima.

Las fracciones obtenidas de la cromatograffa fue——-
ron concentradas a rotavapor y posteriormente secadas a pre--

8ién reducida (0.5 mm), con el fin de eliminar el butanol.

La mezcla de los glucdsidos C y D, tratd de sepa---

rarse utilizando los siguientes sistemas, sin obtenerse resul-



tados adecuados:

a) hexano-acetato de etilo (50:50)
b) metanol-acetona-agua (30:10:10)

¢) isopropanocl-agua-dcido fdérmico (70:24:6)

Determinacidn de la estructura de los glucdsidos aislados:

Una vez aislados los glucdsidos A y B, se prosiguid

a hacer las siguientes determinaciones:

Glucdsido A:

Aislado como un polvo de color pardo, con p.f. 247?
Por cromatografia en capa fina, utilizando gel de silice G —-
como adsorbente y como eluyente la mezcla no. 8, tiene una -
coloracidn al revelarse igual al monoglucdsido de Diosgenina_
procedente de una Diosgenina comercial y que habia sido ais--

(13) (experimen-—-

lado e identificado en un trabajo anterior,
talmente se ha demostrado que puede establecerse la identidad
entre dos sapogeninas esteroides por cromatografia en capa --
fina si tanto la sapogenina libre como su derivado, coinciden

en R, y en las caracterfsticas de las manchas).
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Acetilacidn del Glucdsido A:

Se fundieron 75 mg de acetato de sodio, se afiadie--
ron 1.5 ml de anhidrido acético y posteriormente se afiadieron
15 mg de glucdsido. Se hirvid a reflujo durante 6 horas. E1 -
producto de la reaccidn se virtié en agua con hielo, se lavé_

con agua y se secd. La recristalizacién se hizo de metanol.

Comparacidn con el acetato de monoglucdsido de Diosgenina au-

téntico:

Una vez obtenido el producto acetilado, se corrid -
una placa utilizando como eluyente: cloroformo-metanol (80:20)
observdndose que ambos Re coincidfan. De esta manera, se pu-~

do concluir que el producto A era el monoglucdsido de Diosge-

nina, cuya férmla es la siguiente:

o
ee
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Glucdsido B:

Se aislaron inicialmente 180 mg de un polvo crista-
lino blanco, soluble en metanol, piridina y mezcla de cloro--
formo-metanol e insoluble en los demds disolventes. Este pro-

ducto presenta las siguientes caracteristicas:
oL, t 2107

[l]” : 819

-
El espectro de IR (espectro no. I), mestra banda -

1

intensa de OH a 3400 cm ~ y una banda de poca intensidad co--

rrespondiente a un doble enlace a 1650 cm—l; presenta, ademds

2 bandas a 900 y 920 cm'l, correspondientes a una sapogenina_

de la serie "iso",

El espectro de RMN no es muy significativoc por la -
presencia de gran cantidad de oxhidrilos, sdlo es posible ob-

servar el perfil caracteristico de una sapogenina esteroide.
Andlisis elemental para el glucdsido libre (con 2 -
moldculas de metanol de cristalizacidn):

Calculado para: %C: 62.515 %H: 8.894 %0: 28.462
Encontrado: %C: 62.06 %H: 8,68 %0: 29,17
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Acetilacién del glucésido B:

Se fundieron 150 mg de acetato de sodio, se afladie-
ron 3 ml de anhidrido acético y posteriormente 40 mg de glu--
cdsido, se hirvié a reflujo durante 6 horas., El1 producto de_
la reaccidn se virtid en agua con hielo, se lavd con agua y -

se recristalizd de metanol.

Se obtuvieron 35 mg de polvo blanco con p.f. 110°._
Este producto es soluble en cloroformo, benceno y otros di---

solventes orgdnicos.

El espectro de IR (espectro no. 2), presenta una —-—
. banda a 1750 c:m-1 , correspondiente a acetato y una banda a -

1

1650 em™~, correspondiente a dobles ligaduras. No se presenta

banda de OH,

E1l espectro de RMN en cloroformo (espectro no. 3),-

presenta 4 sefiales de acetato entre 1.9 y 2.2 ppm. Una de -

estas bandas integra para el triple que las otras 3, por 1lo

que se podria penser en la presencia de 6 acetatos.

Para comprobar lo anterior, se hizo ctro espectro
en benceno deuterado (espectro no. 4), en el cual se pueden -
observar 5 sefiales de acetato entre 1.7 y 1.95 ppm. ¥y que pa-
recen integrar para 18 protones, lo cual correspondie a 6 ace-
tatos, tomando como punto de referencia la integracidén de uno

de los metilos angulares del aglucdn,



31

Andlisis elemental para el glucdsido acetilado:

Calculado para: %C: 62,83 %H: 7.59 %0: 29.54
Encontrado: %C: 62.85 #H: 7.62

Hidrélisis dcida: (total)

15 mg de glucdsido en 1 ml de etanol se dejaron -

hervir en tubo con 0.1 mi de HCl concentrado durante 3 horas.

El producto de hidrdlisis muestra, por cromatogra--
fia en placa fina, una mancha (a) en gran proporcién que co--
rresponde a Diosgenina y otra (b) correspondiente al dieno -

obtenido de las condiciones de resaccidn.

Para demostrar la identidad de ambas substancias, -
estas fueron aisladas por cromatografia en placa preparativa.
Producto (a): Fu€ identificado espectrogrdficamente por com--
paracién con una muestra auténtica como Diosgenina. (espec--
tro no. 5)

Producto (b): Fué identificado espectrogrdficamente como un -
dieno de Diosgenina, ocuya absorbancia al UV es a 247 ..p (es--
pectro no. 6) y en IR presente banda de C=C a 1650 cm™t (es=-

pectro no. 7)

En las aguas de hidrdélisis se identificaron por —-—-

cromatografi{a en placa fina por comparacidn, dos azucares: -
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glucosa y rhamnosa. El adsorbente usado fué Kieselgur G, ---
preparado con gcido bdérico 0.01 N. Como eluyente se utilizd:

cloroformo-acetona-agua (65:35:5)

Valoracidn de los azmicares:

Los azfcares presentes se valoraron por dos m€todos

a) Oxidacidn por dicromato de potasio y valoracidn del dicro-

mato residual con tiosulfato de sodio:

El producto de la hidrdlisis fudé filtrado y el 1{--
quido filtrado se aford con agua a 10 ml.

Se tomd una alicuota de 1 ml, se afiadieron 25 ml de
dicromato de potasio 0.0L Ny 5 ml de dcido sulfurico al 7%,-
se calentd a baflo marfa durante una hora. Cuando la mezcla -
se enfrid, se afladieron 20 ml de agua y 5 ml de yoduro de po-
tasio al 5%; después de exactamente 20 mimutos, se tituld el_

yodo liberado con tiosulfato de sodio 0.01 N.

Al mismo tiempo, fué preparada una curva estandar -

de glucosa con valores comprendidos entre 1 y 3 mg.

De esta manera se obtuvieron los siguientes resul--

tados:
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Valor promedio encontrado:
45,6 mg/100 mg de miestra
Calculado para un glucdsido de Diosgenina con:

a) Una mol de glucosa: 30.0 mg.
b) Dos moles de glucosa: 47.6 mg.

c) Tres moles de glucosa: 56.0 mg.

El resultado de este andlisis concuerda con el de -

un glucdsido con 2 restos de azfcar.

b) Variante del método de Nelson Somogy :

Se hidrolizaron 15 mg de glucdsido puro mediante la
técnica antes mencionada. De las aguas de hidrdlisis se tomd
una alicuota de 0.1 ml, se aford a 1 ml con agua, se le afla——
dieron 2 ml de "reactivo de cobre" (sulfato cdprico - tartra-
to doble de sodio y potasio), se calentd a bafio maria durante
15 mimtos, se enfrid en aguﬁ a temperatura ambiente., Se afla-
dieron 2 ml de "reactivo de Nelson" (arsenomolibdato de amo--
nio - arseniato de sodio), se agitd y despuds de 2 mimtos --

se aford con agua a 10 ml. Se leyd a 430 milimicras.

Los resultados se interpolaron en una curva estandar
con valores comprendidos entre 10 y 100 mg, obteniéndose as{

los siguientes resultados:
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Valor promedio encontrado:
41.8 mg/100 mg de mestra
Calculado para un glucdsido de Diosgenina con:

a) Una mol de glucosa: 31.23 mg.
b) Dos moles de glucosa: 48.50 mg.

c) Tres moles de glucosa: 60.09 mg.

Hidrdlisis parcial:

130 mg de glucdésido se pusieron a hervir a reflujo_

con dcido sulfdrico al 1% durante 45 minutos.

El producto de hidrdlisis mestra, por cromatogra--
f{a en placa fina utilizando como eluyente: tolueno-acetato -

de etilo (80:20), 3 substancias que corresponden a:

a) Diosgenina
b) monoglucdsido de Diosgenina

c¢) Substancia original (glucdsido B)

Bstas 3 substancias fueron aisladas por cromato---
grafi{a en columna y comparadas por sus puntos de fusidn con_
miestras auténticas, comprobandose de esta maneras, que la ~--

glucosa estd directamente unida a la Diosgenina.
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CONCLUSIONES

Del extracto metandlico de Dioscorea composita

se aislaron por cromatografia en columna, dos glucdsidos.

Uno de ellos fu€ identiricado fdcilmente como

monoglucdsido de Diosgenina.

k1l segundo glucdsido fud ca{acterizado por ace-
tilacién, hidrdlisis, espectroscopia de absorcidén infrarroja,
resonancia magn€tica nuclear y andlisis elemental, comc un —-

diglucdsido de Diosgenina.

Dicha saponina tiene la siguiente estructura:

Diosgenina - glucosa - rhammosa
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