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1.-

INTRODUCCTON

La materia prima para la produccién de hormonas este-
roides es la Diosgenina que fué aislada por primera vez en -
1936 de los rizomas de Dioscorea tokoro Makino (L] y. en- 1940

R.E. Marker (2l logré degradar la cadena lateral para obte-

ner esteroides del tipo Progesterona y Testosterona. Con -
estas bases el propio Marker dedicdé sus esfuerzos a la bus-

queda de plantas americanas que dieran buenos rendimientos -

_de Diosgenina encontrando que en plantas mexicanas, como -

Dioscorea mexicana (que es de la misma familia de D.tokoro),

€sta sapogenina se encuentra en proporcidon de I-3% en base -

seca con lo que la obtencidn de hormonas esteroides a pre-

cios bajos fué un hecho; posteriormente se vido que Dioscorea
composita (Barbasco) d3d mejores rendimientos siendo actual-

mente ésta la principdl fuente de materia prima.

La Diosgenina no se encuentra libre en la nlanta sino
que estd en forma de glucbésidos. Desde 1938 se conocen al-

gunos de los precursores de la Diosgenina en plantas como -
Trillum erectum (raiz de Beth) (3), Solanum introsum (4),

(6)

: ; 5 . - :
Dioscorea floribunda ( ), Dioscorea nipponica g B1Caoni =

(7)

pero no es sino hasta muy recientemente que se empezd el
estudio de estos precursores (saponinas) en plantas mexica-

nas.

E1l presente trabajo esta enfocado a confirmar parte -

: . 7
de los resultados del trabajo antes mencionado (7) v a dar -
la estructura de otras saponinas que fueron aisladas de Dios-

corea composita Hemsl, cuyas caracteristicas son las siguien

tes:



(8), (9)

Descripcidn botdnica de la planta:

Dioscorea composita Hemsl.

Nombre comiin: BARBASCO
Distribucidén: Veracruz, Puebla, Tabasco,

Naxaca y Chiapas.

Pertenece a la familia Dioscoreaceae que estd formada
nor 10 géneros y cerca de 650 especies divididas en dos tri-
bus (Dioscoreae que son dioicas y la Stenomeridae que son -.
"monoicas) distribuidas amnliamente en los trdépicos, subtropi
cos v ligeramente en las zonas temnladas del norte. FEl géne
ro mis orande es el Dioscorea cuyas especies se encuentran -
princinalmente en los trépicos americanos; los otros géneros
que componen la familia son: Helmia, Stenophora y Testudina-
ria; la primera también es americana, la segunda es asiatica

y la dltima se encuentra en suddfrica.

D. composita es una planta dioica, trepadora, de rizo-

ma-hindgeo de forma caracteristica y corteza escamosa, tallo

liso, hojas pecioladas con 9 nervaduras paralelinerves, in-
florescenctas que van de I-40 cm de largo con flores peque-

fias; las masculinas poseen 6 estambres (3 fértiles y tres -
estériles) de filamento corto, las femeninas presentan ova-
rio ‘inferior trilocular donde se desartollan dos o cuatro -
semillas en cdpsulas membranosas. Se reproducen por semi-

llas o por propagulos.



2.- PARTE TEORICA
2.1.- Heterdsidos. Caracteristicas generales

Los heterésidos son compuestos derivados de las formas
ciclicas de las azlcares - piranosas y furanosas - en

las que el hidrdgeno del oxhidrilo hemiacetalico (el -
del carbono N°1) ha sido reemplazado por grupos alqui

lo o arilo formando un nuevo enlace tipq acetal:

Figura 1

CH,OH | CH,OH
0 OH 0o OR
OH + ROH e S OH 4
HO HO Hgg
OH OH

D-Glucosa

generalmente a compuestos de este tipo sec les da el --
nombre de "glucdésidos" sin importar las azlcares que -
los formen. E1 término mids apropiado es el de Heterd
sido en el que el prefijo indica que la molécula esta
formada por dos clases diferentes de suhstancias y el
sufijo hace referencia a que una de ellas es un azlicar
al que se le 1lama 'radical heterosidica'". A la otra

fraccidén del heterdsido se le conoce como "aglucdn',

E1 azficar que con mayor frecuencia forma parte de un -
heterésido es la glucosa aunque pueden encontrarse to-
dos los azficares naturales conocidos en mayor o menor
proporcidén. Otras hexosas son: galactosa, manosa y -
fructosa cuya abundancia cs relativamente menor. En
cambio los 6-desoxi-L-mandsidos y 6-desoxi-D- y L-ga-
lactdsidos (L-ramnosidos y D- y L-fucdsidos) son los -

mis frecuentes. De las pentosas las mds comunes son -



la L-arabinosa y la D-xilosa. Un grupo importante lo
forman los desoxiaziicares de la Digitalis purpurea - -
(heterésidos cardiotdénicos) como la D-cimarosa, D-di-
gitoxosa, L-oleandrosa, etc.. La estructura de algunos

de 1los carbohidratos antes mencionados se encuentra en

la figura 2.

También existen en la naturaleza una amplia varic
dad de aglucones cuyas estructuras van desde dcidos --
grasos, como en el caso de 10s cerebrdsidos, hasta com

puestos aromidticos.

Muchos de los pigmentos vegetales son heterdsidos
en los que el aglucdén estd constituido por flavonas,
“flavonoles, flavononas, isoflavonas y xgntonas que im-
parten colores rojo, violeta y azul a las flores. En
forma genérica se les conoce como antocianinas y al --

aglucén como Antocianidina. Ejemplo: ver la figura 3a.

Existen heterésidos de importancia toxicoldgica -
como los cianogenéticos (Figura 3b) en los que la toxi
cidad es debida precisamente al aglucdn,el cual, libe-
rado por hidrélisis enzimdtica, se descompone produci-
endo - como en el caso de la amigdalina - benzaldehido
y ac. cianhfidrico siendo &ste el causante de la inhibi

cién de enzimas respiratorias (citocromo oxidasa)
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lo cual conduce a la muerte.

Un grupo importante de aglucones por su valor eco
némico y farmacoldgico, son los derivados del ciclopen
tanoperhidrofenantreno (figura 3 c). A estos pertene-
cen el aglucdén de los heterdsidos cardiotdnicos como -
la Digitalina (figura 3 d) y las saponinas (del latin
sapon=ﬁab6n) esteroidales. Estas Giltimas son substan-
cias que disueltas en agua abaten la tensidn superfi-
cial y forman abundante espuma cuando la solucibn es. -
agitada vigorosamente, en este fenémeno se basa la - -
jdentificacidén preliminar de estos compuestos siendo -
muy Gitil en la investigacidn de campo durante la reco-
leccidn del material vegetal. A los aglucones de 1las

saponinas se les llama Sapogeninas.

l.as sapogeninas esteroidales son substancias de -
27 Atomos de carbono con un esqueleto hidrocarbonado -
semejante al del colesterol (figura 4 a). Algunas de

ellas se muestran en la figura 4 b-f.
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2.11.- Heterdsidos. Propiedades Quimicas

(10)

2.IT.A.- La solubilidad en agua es funcidn inversa dcl

H,C—0OH

H-c-OH

O
OH

OH

cardcter lipofilico del aglucdén. En la serie

de los n-alquil-B-D-glucopiranosidos la solu-

bilidad es menor a medida que la cadena hidro

carbonada es mayor de 9 d4tomos. Los miembros
superiores son agentes tensoactivos cuando --
son tratados convéxido de etileno en presen--
cia de un catalizador (NaOH o una amina) para
solubilizarlos. Forman cristales liquidos a

la temperatura de su punto de fusiodn.

Los azficares reductores (aziicares que tienen

la capacidad de oxidar al cobre en solucidn -

alcalina) en solucidn pasan de la forma lineal,

que tienen en estado sdlido, a la ciclica ya

sea tipo pirano o furano:

H\ﬁ:éo CH,OH
OH Ho—(':-H
H-C-OH
HO—C-H
H—C-OH

|
CHy— OH

————

e OH

HO
OH

Al efectuarse la ciclizacidén el oxhidrilo del
carbono N°1 puede adquirir dos orientaciones:
uha axial y la otra ecuatorial. A la primera
se le 1lama afalfa), por haber sido la prime
ra en ser descubierta; y £ (beta) a la scgun-
da. Por este tipo de isomerismo, al carbono

que -es asimétrico en la forma ciclica se le -

denomina carbono anomérico.

I

OH



2.11.B.- Hidrélisis Alcalina. Por ser acetales, los -

heterésidos deberian ser resistentes a la hi-
drélisis con bases y por lo tanto no exhibir -
poder reductor frente a la solucidén de Fehling
(prueba comiin para detectar monosacaridos y/o
disacaridos reductores). Sin embargo,‘algunos

si la reducen y esto es debido a la estructu-

ra que poseen.

De acuerdo con esto, los que son sensibles a
este tipo de hidrdélisis, deben quedar compren-

ERAE

didos en alguno de los grupos siguientes

a) Heterbsidos de Fenoles (figura 5a)

b) Heterbésidos de enoles conjugados con
un grupo carbonilo (figura 5b)

c) Heterb6sidos de alcoholes con substitu-
yentes electronegativos en posicidn B.

(figura 5c)

10
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/t N
L LY
HZCOAc (o) N N

0 |H

OAc Wile

AcO
OAc
b) Tetraacetato de Feobromin-g-D-
glucopirandsido
H,_COA:

5 ,0—CHz—CH,—NOy

QAc

AcO

OAc

c) Tetraacetato de 2-nitroetil-
1-g-N-glucopirandsido

Figura 5
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2.11.C.- Hidrélisis Acida. Aunque es grande la importan
cia que tiene esta reaccidn para la determina-
cién de la estructura, su aspécto tedrico no es
totalmente conocido. Sin embargo, los estudios
hechos indican que la mayor o menor facilidad -
de hidrélisis depende en gran medida de factores

estructurales como son:

a) Efecto del aglucén.- Por regla general los =
heterdsidos con aglucdén alifdtico serdn hidro

' 1izados menos rapidamente que los aromdticos.
ejemplo: los Et, Me, CHZ—Q y @-g-D-glucopira-
nésidos siguen el orden en rapidez de hidrdli

sis:

= ®-CH,- > Me > Et
donde los o-D-glucopirandsidos respectivos -
son mis resistentes que los g. El tipo de - -
substituyente que soporten los oxhidrilos li-
bres hardn mds o menos estable el enlace hete
rosidico. Para el caso de etilglucopirandsi-

dos el orden de hidrélisis es:
Etil-o-D- < Etil-2-desoxi- < Etil-2,3-didesoxi

b) Conformacidn del anillo piranésido.- De los
ocho posibles confdormeros de la glucosa los
mis estables son los que correspon a las for-

mas silla I y II:




&)

En ambas la mitad de los hidrdgenos son ecua-
toriales y la otra mitad son axiales. Cual-.
quier substituyente diferente de hidrdégeno, -
que ocupe una posicidén axial inestabiliza la -
conformacidén del anillo. Un incremento en el
efecto inestabilizador se nota cuando el dtomo
de oxigeno del carbono N°2 es axial y la va-
lencia C-0 bisecta el 4dngulo que forman los -

dos enlaces semejantes del carbono N°1:

OH

Para un estudio cuantitativo de los temas tra-

tados en los incisos a) y b) ver la tabla 1.

Substitucién en el carbono 5. Al incrementar
la substitucidén en este carbono hay un efecto
estabilizador que se refleja enp una mayor re-
sistencia a la hidrélisis lo cual puede com-
probarse con los datos de la tabla No.Z.

Un tercer tipo de hidrdlisis es la enzimdtica
utilizada principalmente para conocer el tipo
de enlace anomérico y la cual serid discutida

posteriormente.

13



a).- Razdn entre la

Bl

TABLA 1
T o b
Mefheteropiranésido /K a Factore§ de Inesta?%lldad
a-D-glucdsido 1.0 1 A2,3,4,5
g-D-glucdsido .9 A R, 152,353,455
a-D-ramnosa 9.5 152 5,45
g-D-ramnosa 21.9 A,A2 A,1,:3,4,5

cuestidn (K) y la del Me—q—D-glucopiranésido en solucidn

0.5N de HC1 a 75°C.

velocidad de hidrdlisis del heterdsido en

La letra A se refiere al efecto anomérico, A2 a la in-

fluencia de un oxigeno axial

formeros de tipo silla y los

bones que poseen factores de

en C-2, I y IT a los con-

nimeros aridbigos a los car-

inestabilidad.

TABLA 2
Substituyente

Me-heterdsido| K/K' |en C-5
a-D-lixosa 14.5 H
B-D-1ixo0sa 46.4 H
a-D-ramnosa 9%.5 CHg
g-D-ramnosa 419 CH3
a-D-manosa 2.4 CHZOH
B-D-manosa S CHZOH

14



2 .11.D.- Acetilacidn. La formacidén de derivados peraceti-
lados - porlafacilidad de .preparacidn, cristaliza
cién e hidrélisis - es la reaccidén mds usada para
caracterizar un heterdsido. Los agentes acetilan
tes que han sido usados desde mediados del siglo
XIX son el &c. acdtico glacial y el anhidrido acé
tico. Los catalizadores mds empleados son acctato
de sodio anhidro (Lieberman 1878) o cloruro de -
zinc (Erwig 1889) éste Giltimo es especifico para
la preparacién del pentaacetato de la @ -D-gluco-
sa; también puede usarse piridina, anhidrido tri-
fluoroacético, ac. sulfiirico o perclorico. Debe
evitarse el uso de dcidos al trabajar con heterd-
sidos. Los principales factores que afectan la -
esterificacidén son el impedimento estérico y la -
temperatura. Lo anterior se hace patente cuando
el radical oligosacdrido es relativamente grande
y ramificado lo que da lugar a compuestos parcial
mente acetilados si no se toman las debidas pre-
cduciones. En cambio, para las azflicares reducto-
res los factores son el catalizador y la tempera-
tura que determinardn el tipo de agnomero que se

obtiene.



2.111. Heterdsidos. Determinacidn de la Estructura

l.a estructura de un heterdsido estd dada cuando se -
conocen: el tipo de aglucdn y azlicares que la compo-
nen (Estructura Primaria); la relacidén cuantitativa
entre ellas (Estructura Secundaria), 1lg secuencia y
sitio de unidén entre aziicares (Estructyra Terciaria)
y el tipo de andmero del radical oligosacdrido (Es-

tructura Cuaternaria).
2.1IT.A.Métodos Quimicos

Para establecer la estructura primaria los métodos
principales son la hidrdlisis total con dcidos mine-
rales (HC1 y HZSO4 principalmente) o enzimatica --
y la identificacién de los productos de reaccidén por
la formacidén de derivados o degradacidn de la molécu
la a compuestos conocidos. Las reacciones de degra-
dacidén - como oxidaciones (Oppenauer), desmetilacio-
nes (Kuhn-Roth), tamafio del Anillo (Degradacidn de -
Blanc), etc.. - son utilizadas principalmente para -
llegar a la estructura del aglucdn; mientras que la
formacidén de derivados - como peracetatos, permetila
dos, osazonas, hidrazonas, rcacciones coloridas
(Molisch, Fheling, Tollens, etc.(12)), se emplean --

para la identificacidn de las aziicares.

E1l 4cido mds usado es el clorhidrico a una concentra

cidn ZN(13)(6), aunque pueden obtenerse mejores re-

sultados en menor tiempo con una concentracidn 4N(14).
E1 inconveniente que presenta el usar uyn dcido tan

fuerte es que se prolonga demasiado el tiempo de reac
cién o la temperatura es elevada (factores que varian

conforme al heterdsido en cuestién) con lo que pueden ocurrir

16



reacciones laterales de degradacidn tapto de los
aziicares (formacién de anhidridos) como del agiucén
(deshidratacidn e isomerizacién'(TS)).

LLa estructura secundaria es establecida, principal-
mente, por la cuantificacién de los azficares aunque
también hay métodos para cuantificar el aglucén(16).
Para tal fin han sido desarrollados métodos basados

en las propiedades reductoras de los azficares sobre

iones Cu2+, Ag1+, Hg1+ y Fe (CN) 2+. El mas usado,
y al que se le han hecho mds modificaciones (171,es

2+ o 1+
el de Cu cuyos productos de reduccién (Cu ) pueden
. . - « -
determinarse por gravimetria, volumetria o colorime-

(12)

tria

E1 método mids sencillo para determinar la estructura
terciaria es el de hidrdlisis parcial pero sdlo es
fitil cuando se desea conocer la secuencia y sitio de
unidén de un heterédsido que es homélogo superior de
otr%s ya conocidos con los cuales se comparan los pro
ductos de -reaccibn. Si éste no es el caso se recurre
a preparar el derivado permetilado que después es hi-
drolizado y los productos son comparados con azlcares
parcialmente metilados. Sin embargo, este método re-
quiere de cantidades de substancia pura relativamente
grandes (0.5 - 1.5 g) ademds de ser tedioso por 1las
sucesivas metilaciones y purificaciones que hay que

hacer y de llevarse demasiado tiempo.

Una alternativa a lo anterior es la oxidacién con &c.
peryddico y andlisis de los productos. El fundamento
es el siguiente: todos los carbones que soportan
oxhidrilos vicinales son oxidados a aldehidos o éaci-
dos carboxilicos por ruptura del enlace C-C. El meca-

; ok . 18
nismo de la reaccidn es el siguente ( ,):



H—C—OH e i
i i
H—"'fl:'—'OH 4 H—?-—O/ 4
| - | E
"o L A _
% | e
| | H20
‘ - .J

Cuando hay mis de dos oxhidrilos vicinales, la oxida-
cién da lugar a la formacidén de dc. fdérmico a causa de

los oxhidrilos intermedios y de formaldehido. Ej.:

/

HIO4
CH.LOH - (CHOH)n - CH,0O0H ——> nHCOOH

2 2
# 2 HCHQ

Para identificar los productos de oxidacidn de molécu-
las mids complejas se recurre a hacer derivados tales
como reduccidén de los aldehidos a alcoholes, su preci-

pltaCJOn con S5r CO formando complejos de dimedona

Il CH,
2 + HCHO PP
\\O >,

o cuantificandolo colorimétricamente con ac. cromotro-

pico (ac, 4,S—dihidroxi—2,7—naftalendisulf6nico) que
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requiere se destruya cl dc. peryddico residual antes

de hacer la determinacidn. El1 dc. f6érmico puede cuanti
ficarse por titulacidén directa-destruyendo el exceso de
peryddico con etilenglicol, formaldehido, ditionato de
sodio, etc.. con NaOH o Ba(Oﬂ&potenciométricamente 0
gasométricamente en el respirdmetro de Warburg de gcuer

do a la siguiente reaccidn:

HCOOH + NaHCO3 et CO2

La oxidacidn de glicoles vicinales con tetraacetato de

plomo did idénticos productos pero por un mecanismo de
: ; 9 e ; .

radicales libres (1‘). La utilidad de la oxidacidn con

dc. peryddico es mostrada en la Figura 6.
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La determinacidn de la estructura cuaternaria por méto-

dos quimicos se realiza por hidrdlisis enzimidtica.

Las enzimas que desdoblan a un heterdsido formado por -
hexosas son llamadas a- o B-hexosidasas aunque mds co-
minmente es usado el nombre trivial originado por el --
substrato sobre el cual actdian o de la fuente de obten-
cidén. Asi por ejemplo a la enzima que hidroliza a la

maltosa se le conoce como maltasa o amilasa siendo una

a-hexosidasa.

Histdricamente la primera enzima en ser descubierta fue
la responsable del cambio de color de una tintura de
guaiacum (Planch 1810, 1820) y en 1837 Liebig y Wohler
establecen su identidad al extraerla de las almendras
dandole el nombre de Emulsina que tiene propiedades de
g-hexosidasa principalmente (g-glucosidasa), aunque de-

pendiendo del pH presenta actividad de o-hexosidasa.

E1 término emulsina ha sido aplicado, no solo al prin~
cipio activo de las almendras, sino a la mezcla cruda
de hexosidasas provenientes de cualquier fuente. De
tal forma que a la mezcla de enzimas parcialmente puri-
ficadas provenientes de semillas, microorganismos u Or-
ganos y tejidos de animales se les denomina emulsinas y
en este sentido la emulsina de almendras - la mas usada
con heterdsidos - es una mezcla de enzimas y no una glu
cosidasa exclusivamente (10). Otras enzimas que han si-
do detectadas en un extfacto purificado de almendras --
son: o-galactosidasa, o-manosidasa, B-galactosidasa, -
glucoronidasa y B-(N-acetil)-glucoronidasa. FEstas hexo
sidasas ademis hidrolizan pentosidos de: L-arabinosa,

B-D-xilosa y a-D-lixosa.
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Lo anterior puede explicarse considerando que estos
pentdsidos estan relacionadas configuracionalmente a -
las hexosidos ya que pertenecen a las mismas series ho
momorfas derivandose de ellas por substitucién de los

alcoholes primarios por dtomos de hidrdgeno.

Al igual que todas las enzimas, la accion de las hexo-
sidasas es afectada por el pH de la reaccidn, la tempe
ratura, concentracién de enzima y substrato; estructu-
ra, estereoquimica y substituyentes tanto del aglucdn

como de la porcidn de azficar.
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Z.III.B.—,Métodos Instrumentales

Con el desarrollo de las técnicas instrumentales es po-
sible - con una combinacidén de ellas - dar la estructu-
ra quimica de una substancia dada en un tiempo relativa
mente corto. Sin embargo, para fines de exposicidn en

relacién a los glucdésidos se tratardn por separado a -
aquellos que prestan mayor utilidad para elucidar las -

estructuras primaria, secundaria, terciaria y cuaterna-

ria.

E1 andlisis ranido de la estructura primaria puede efec
tuarse por medio de la espectrometria de gases; en el

departamento donde se efectud el presente trabajo se -=
han establecido las condiciones de operacidén para la

jdentificacidén tanto de aglucones como de azﬁcares(zg).
Si éste método se realiza en forma cuangitativa partien
do de los productos de hidrdlisis de un glucdsido es po
sible determinar la estructura secundaria, la cual tam-
bién puede conocerse por cuantificacidn colorimétrica -
existiendo para ello procedimientos especificos para --
grupos de azlicares (pentosas, hexosas, etc.) o bien pa-

(12)

ra azlicares individuales.

Hace poco menos de 10 afios que grupos de investigadores
en California, E.U. (C.Djerassi); Arizona E.U.(P.Brown,
F.Bruschweiler) y en Suiza (F.Reichstein) han desarro-
11ado las técnicas necesarias de espectrometria de ma-
sas para determinar la estructura terciaria.

El procedimiento consiste en obtener los espectros por
ionizacién de campo y por impacto electrdnico para de
esta forma establecer con mayor precisidén el peso mole-

cular y el patrén de fragmentacidn respectivamente.
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Asi han obtenido -los pesos moleculares y'fragmentacio—
nes cgracteristicas de una serie de cardendlidos como
la Digitoxigenina, Digitoxina, Neriifolina, Cimarina,

K-Strofantina-g; y las de azlicares libres como D-glu-

cosa, D-cimarosa y L—Tevetosa.(so)

Otra técnica que presta ayuda valiosa para conocer la-
estructura terciaria es la RMN—13C. De acuerdo con
autores japoneses(21) si se toma al metil-g-D-gluco-
piranésido como referencia - a 105.5 ppm aparece la
sefial para su C-1- la diferencia de desplazamientos
quimicos por efecto de substitucidn glucosidica para
el glucésido de un alcohol primario serd de -0.5 a
-1.5 ppm; para el de un alcohol secundario de -2 a

-3 ppm y para el de un alcohol terciarjo de -6 a -8
ppm; es decir, la sefial del C-1 de la glucosa apare-
cerd entre 105.0 =104.0 pom,. 103.5-102:5 ppm .y 99,5~
97.5 ppm respectivamente. Las diferencias de despla-
zamiento para los carbones restantes (c¢-2.a c-6). son
del orden de + 0.7 ppm. Para los derivados peraceti-
lados las diferencias son similares (la sefial para el
C-1 del metil-g-D-glucopirandsido peracetilado aparece
a 101.5 ppm). Estos valores se modifican cuando los
factores estéricos y de conformacidn se hacen impor-

tantes.(zz) ‘

las relaciones cuantitativas para el aglucdén en el - -
caso de un alcohol secundario son: para el carbono =
al enlace de + 6.5 a + 8 ppm en el a-glucdsido y de +7
a+ 9 en el g-pglucdsido; para el carbono g de -2 a -5
ppm para ambos andmeros y de - 0.5 a + 0.5 para el car
bono y en el a- y g-D-glucdsidos. Parg los carbones
restantes en aglucones complejos los.cfectos de subs-

titucién pueden calcularse de la manera habjtual.(zj)
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Una técnica instrumental confiable para establecer la
estructura cuaternaria es la de rotacidn o6ptica apli-
cando la regla de Klyne(24). Desarrollada original-
mente para establecer el enlace anomérico de glucdsi-
dos cardiotdnicos su uso se ha extendido a los este-

roidales.(zs)

Consiste en calcular la diferencia de
rotacidn molecular entre un glucdsido y su aglucdn -
para luego sustraer éste resultado a la rotacidn mole
cular de un metil-glucdsido que se usa como referen-
cia y cuyo enlace anomérico es conocidoj; si esta a1ti
ma diferencia cae en el rango de +100°y -70° se dice
que el andmero desconocido es el mismo del glucodsido

de referencia.

(98]
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3.- Discusidn de Resultados

Siendo el barbasco la fuente principal de materia prima para la -
fabricacidn de hormonas esteroides el interés quimico sobre la -
planta se ha circunscrito al estudio del aglucdn, en este caso la
diosgenina, dejando a un lado a sus precursores, los glucésidos,

por considerarse que su andlisis es dificil y sin valor industrial.

Lo anterior se confirma por la investigacidén bibliografica reali-
zada la cual indica que en los pocos articulos en los que se men-

. : ; 6b,14,52,35 _ e :
ciona a D. composita il ety )105 estudios se limitan al papel

que juegan las enzimas que desdoblan a los glucdsidos en sus par-

: - (34) . ]
tes constituyentes. Wall y colaboradores ( )1dent1f1can una subs
tancia a la que llaman Dioscina que no se describe quimicamente y

‘que posiblmente se trata de una mezcla de glucdsidos.

El presente trabajo se inicibé con la idea de que la composicidn de

glucésidos de D. composita deberia ser similar, pero no necesaria-

mente igual, a la de plantas de la misma familia estudiadas por au

tores japoneses.(ﬁ’zs’zs)

De barbasco fermentado se obtiene una mezcla de 5 glucbdsidos prin-
cipales de los cuales de lograron aislar 3 en forma pura que se

mencionan en el texto como glucdsidos A, B y D respectivamente,

Al glucdsido A se le habia identificado anteriormente como un mono
glucdsido de diosgenina (26)ver estructura I - lo cual es confirma
do al hacer la cuantificacién de azlicares por yodometria. El enla
ce anomérico de la glucosa con la diosgenina fue establecido como

un enlace g por el método de diferencias de rotacidén molecular o --

Regla de Klync.(za)

La estructura primaria y secundaria del glucdsido B habia sido es-

tablecida como la de un diglucdésido de diosgenina con una glucosa



y una ramnosa(7). El establecimiento de la estructura terciaria
por los métodos quimicos cldsicos de permetilacidn e hidr6lisis
posterior presupone la disposicidn de cantidades de materia pri-
ma relativamente grandes y la inversidn de mucho tiempo por lo
que se decidid hacer un estudio intenso de espectroscopia de --
R.M.N.—13C como una alternativa al trabajo quimico que es tedio-

so y tardado.

Aunque la hidrélisis directa de material fermentado muestra una
mezcla de sapogeninas constitufda principalmente por diosgenina,
yamogenina y penogenina, los espectros de R.M.N.—13C de estos --
aglucones - cuyas asignaciones fueron hechas por comparacidn con
datos de la literatura Lae) y por el cdlculo de desplazamientos
por efectos de substitucidén - permiten establecer sin lugar a du
das que la sapogenina que constituye el aglucdn de los glucdsi-
dos A, By D es la diosgenina, puesto que sus espectros réspecti
vos no muestran las sefiales distintivas de los carbonos N°23,24,
25,26 y 27 de la yamogenina que se encuentran desplazados diamag
néticamente con respecto a la diosgenina ni tampoco muestran el
desplazamiento paramagnético tipico de un carbono terciario que
soporta un oxhidrilo como seria el caso del C-17 en la penogeni-
na, la presencia de yamogenina en el hidrolizado se debe a la =~
epimerizacidn que sufre el C-26 de la diosgenina en condiciones
dcidas. Es de notarse que el C-3 de la diosgenina en los glucd-
sidos se encuentra desplazado +7 ppm debido a la substitucion -~

~glucosidica. Ver tablas N°2 y 4.

Con respecto a la porcién de azficar y tomando como referencia al
metil-g-D-glucopirandsido, el glucésido A presenta una sefial a
102.6 ppm que corresponde al carbono anomérico (C-1), confirmando
su estructura de monoglucdésido,y que estd de acuerdo con el valor
calculado de 102.5 ppm. Las sefiales de los carbonos restantes apa
recen desplazadas a campos bajos entre 1.0 y 1.5 ppm debido pro-
bablemente al efecto,a larga distancia, de substitucidn glucosi-
dica. En cambio en el compuesto peracetilado las sefiales aparc-

cen a campos altos con respecto al compuesto libre debido a que

27



los carbonos del anillo pirandsido quedan comprendidos en la re-

gién de proteccidn generada por cl grupo carbonilo

En cuanto al glucdsido B, la presencia de s8lo dos azlicares se
confirma por aparecer en su espectro de ]SC dos sefiales a 102.5
ppm y 102.3 ppm asignadas a los carbones anoméricos de la gluco-
sa y ramnosa respectivamente. El carbono 4 de 1la n]ucoqa se en=
cuentra desplazado +7ppm por substitucidén glucosidica estable-
ciéndose que la estructura terciaria para este glucdésido es:

(1-4) (

ramnosa ————> glucosa A1-3g diosgenina

La estructura cuaternaria, establecida por la Regla de Klyne, da

como resultado la siguiente estructura para el glucdésido B: (ver

estructura 11)

o (1-4) B (1-3)
ramnosa —~ glucosa > diosgenina

el cual se encuentra en mayor concentracidn (50% aproximadamente)

en la mezcla total de glucdsidos.

E1l espectro del glucdsido D muestra 3 sefiales de carbonos anoméri
cos a 102.9, 102.0 y 100.3 ppm que indican se trata de un triglu-
césido que deberfa presentar un total de 45 sefiales; sin embargo,
solo se distinguen 41 debido a que 4 de ellas se presentan dobles.
Dos sefiales dobles pueden diferenciarse por los datos de la compu
tadora y asignarse a los carbonos N°2,7,8 y 23 del aglucdn (ver

tabla 4). La sefial a 72.5 se atribuye a los C-2 de las ramnoqas

" residuales mientras que para el C-2 de la glucosa se le asigna la
sefial de 81.1 junto con el C-16 de la diosgenina ya que por el --
oefecto de substitucidén glucosidica deberia desplazarse de 75.2ppnm
en ¢l glucdsid B a 82.0 ppm en el glucdsido D. Los carbonos. -~
restantes aparec~n desplazados paramagnéticamente debido probable

mente al efecto a larga distancia del enlace glucosidico.
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Inicialmente los datos de andlisis elemental del glucdésido D ob-

tenidos por nosotros nos hicieron pensar en la posibilidad de que
la estructura de este compuesto correspondiese a un tetraglucdsi-
do. . Por otra parte, los datos espectrogrdficos y de hidrdlisis

parecian confirmar esta posibilidad, siempre y cuando se conside-
rara que dos de las ramnosas terminales fueran equivalentes y que
el glucésido C fuera un triglucdsido como lo sugeria la secuencia

de polaridad por cromatografia en capa fina.

La imposibilidad, por una parte, de hacer una cuantificacidn de
azficares con exactitud debido a que la hidr6lisis cuando es suave
s6lo es parcial y cuando es drdstica produce degradacién de las -
moléculas de azficares (ver sec. A.7 de la parte experimental) y -
por la otra, de determinar el peso molecular por otros métodos,
como por ejemplo espectrometria de masas (método por el cual, en
los aparatos a los que tuvimos acceso, s6lo es posible obtener el
P.M. del aglucdén pues los azlcares se pierden en el proceso); sin
mencionar que otros métodos indirectos como por ejemplo una deter
minacién del indice de acetilos tampoco nos proporciond resulta-
dos confiables; hicieron que ésta hipdtesis de trabajo fuese man-

tenida por alglin tiempo.

El profesor T. Kawasaki amablemente nos envid una muestra auténti

ca de Dioscina que es el:

Diosgenina-3-0-bis (a-L-ramnopiranosil-(1-4),(1-2) )- -

D-glucopirandsido
sobre la cual se hicieron los estudios que le .llevaron a la deter
minacidén de la estructura propuesta para &sta substancia; resultd

idéntica, por una comparacidn cromatogrdfica, con el glucdsido D.

LLa alternativa que se nos presentaba era considerar la estructura

del glucdésido D idéntica a la Dioscina o revisar la estructura --
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propuesta por T. Kawasaki.

{
Debemos hacer hincapié en que nuestros datos de andlisis elemen-
tal son muy similares a los obtenidos por T. Tsukamoto y T. Kawa-
saki(6) y que ellos explican esta discrepancia por adicidn de mo-
léculas de agua de cristalizacidén a pesar de que las muestras fue
ron secadas exhaustivamente antes de efectuar el andlisis y de que

se empled metanol para la ctistalizagion.

lLas pruebas de hidrdlisis parcial para ambos compuestos dan como
productos: glucdsido A, glucdésido B y glucdsido C (identificado
a(1-2) g(1-3)

preliminarmente como el diglucésido: ramnosa glucosa

diosgenina ver estructura III), lo que conduce a establecer como

posibilidad finica para el glucbsido D: estructura similar a Dios-

. ging s

Esto se confirma por un andlisis detallado de la espectroscopia
de 13C y el empleo de la técnica de "Gated decoupling'" en la que
se elimina el efecto Overhauser para distinguir entre carbonos
equivalentes la cual indica que sélo hay 3 sefiales de carbonos

anoméricos en el compuesto peracetilado. Ver estyuctura IY.

Trabajando con rizomas frescos de D. composita se obtiene una
mezcla de 5 glucdsidos 4 de los cuales dan reaccidn positiva para
furostanoles con reactivo de Erhlich, mientras que el quinto co-

rresponde en capa fina al glucésido D de barbasco fermentado y

que representa la mayor concentracién (~70%) de la mezcla de

glucdsidos.

Revelando con el mismo reactivo el extracto de barbasco fermentado
se detectan dos furostanoles que se mencionan en el texto como
Furostanoles A y B respectivamente. Al primero se le identifica
preliminarmente como precursor del glucdsido A (ver estructura V)
y por analogia al furostanol B se le considera el precursor del
glucésido B (ver estructura VI). Estos resultados hacen pensar -
que en el extracto de barbasco fresco se encuentran los precurso-

res furostdnicos que por hidrdlisis enzimitica en la misma planta
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dan origen a los glucdsidos de barbasco fermentado.

Debido a que en los glucdsidos identificados hasta ahora no se
encuentra penogenina como aglucdn, se trabajd con un clon espe-

cial de D. composita en el que abunda esta sapogenina. El ex-

tracto metandlico del rizoma fresco muestra una mezcla de glu-
césidos similar a la de barbasco fresco. La hidrdlisis total

de una muestra de tal extracto indica la presencia de penogeni-
na en una concentracidn 1:1 aproximadamente con la diosgenina -

confirmando que en &1 existen glucdsidos de las dos sapogeninas.

Los resultados obtenidos establecen que efectivamente la compo-
sicién de glucdsidos en plantas de la misma familia puede ser la
misma encontrindose diferencias sbdlo en concentracidn al utilizar
materiales recolectados en forma diferente. Al respecto, hacien-
do una comparacidén con los datos reportados por autores japone-

6 : ; : : A5
ses (6) Sobre Dioscorea nipponica encuentran los mismos glucdsi-

dos reportados en el presente trabajo siendo su compuesto mayo-
ritario la Dioscina mientras que en rizomas fermentados de Dios-

corea composita, lo es el glucdsido B y en rizomas frescos lo es

el glucdésido D o Dioscina. Otra diferencia consiste en que el
extracto de rizomas fermentados contiene el monoglucdsido y los
dos diglucdsidos que estos autores obtienen sélo al hacer hidrd-
lisis parcial de la Dioscina por lo que lo mas probable es que

hayan utilizado material fresco para sus estudios.
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ESTRUCTURA I.- GLUCOSIDO A

Diosgenina-3-0-8-D-glucopirandsido

O3]
(&)
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HO OH

ESTRUCTURA II.- GLUCOSIDC B

Ciosgenina-35-0- (a-L-ramncpirangsil,1-4)-8-D-glucopirandsido



HO OH

ESTRUCTURA III.- GLUCOSIDO C

Diosgenina—S—O—(a—L-ramnopiranosil,1—Z)-R—D-glucopiranésido
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ESTRUCTURA TV.- GLUCOSIDO D

Diosgenina-3-0-bis(a-L-ramnopiranosil 1-2,1-4)-8-D-glucopirandsido
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CH?-O—Glucosa

ESTRUCTURA V.- FUROSTANOL A



HO OH

CH7-OFG1ucosa

ESTRUCTURA VI.- FUROSTANOL B



4.,-PARTE EXPERIMENTAL

g

Los puntos de fusidén fueron tomados en un aparato Fisher-

Johns.

Los espectros de IR y las rotaciones especificas fueron
hechos en un aparato Perkin Elmer 337 y 241 respectivamen
te v los espectros de RMN-H eh un aparato Varian A60 del
Departamento de Quimica Analitica de la D.E.S. Facultad

de OQuimica. UNAM.

La RMN-'3C se hizo en un aparato Varian XL-100 del Departa
mento de Quimica analitica de Ciba-Geigy Ltd de Basilea,

Suiza.

Los andlisis elementales fueron realizados enp el laborato-
rio Alfred Bernhardt (525) Elbach uber Engelskirchen,
Fritz-Pregl-Strabe 14-16, Alemania) y en.Micro-Tech Labora-
tories Inc. 4117 Oakton Street, Skokie, Illinois 60076.

En todos los casos el gel de silice usado para cromatogra-
£942 en columna fué de la casa Merck con un didmetro de par-

tfcula de 0.063 - 0.2 mm y para cromatografia en capa fina

la Tipo 60 segin Stahl.

38



MATERTA PRIMA

Se hicieron 3 diferentes tipos de extraccién de las que se obtu-
vieron: A) mezcla de glucdsidos espirostdnicos (aquellos en las - -
que la cadena lateral del aglucén ha sido oxidada y ciclizada en
ziméticamehte - al fermentar el material de partida - para for-

mar los anillos E y F); B) mezcla ‘de gluéésidos furostanicos - -
(aquellas en los que el anillo F estid abierto y el oxhidrilo del
C-26 estd en forma glucosidica) identificables por cromatografia
en capa fina por dar un color rojd éaracteristico con el reacti-
vo de Erhlich; y c¢) una mezcla de glucésidos en donde existe glu-

césido de Penogenina en cantidad apreciable.
A) Glucdsidos Espirosténicos.

Fueron obtenidos por extraccidén con metanol de una muestra repre-
sentativa de barbasco (Dioscorea composita) fermentado, seco, mo-
lido, previamente desengrasado con hexano.(7) y purificado de me-
tanol por sucesivas cristalizaciones. De 3 kg del material, el -
peso total del extracto purificado fue de 138.4 g que representa

el 4.6%.
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Para la separacidn de cada uno de los componentes de que consta

la mezcla se utilizd la cromatografia en columna y/o la cromato

graffa en capa fina con una proporcidn de glucdsido-soporte pa-
ra el primer caso de 1:100 o .de 1:200,  El Rf para cada glucdsi
do determinado en varias mezclas de disolventes se encuentra en
~la tabla 1. Debido a que se obtiene mejor separacidén y por su

facilidad de manejo el sistema elegido fue el No.Z.
A.1.- Identificacidn de Azlicares Libres

Para la determinacién de azficares libres en el .extracto, aproxi
madamente 1mg de la mezcla de glucdsidos totales es tratada con
0.1 ml de reactivo de Fehling calentando en bafio de agua por 5
min., utilizando como patrén positivo aproximadamente 1 mg de

glucosa tratandola en forma paralela al problema.

Resultado: negativo, no hay formacidén del precipitado rojo de -

6xido de cobre caracteristico.
Preparacidén del reactivo de Fehling

Solucidn A: Cu 804 - SHZO (10% P/v)

Solucidén B: 28 g de NaHPO4. 7H20 disuelto en 700 ml de agua des

tilada mads 40 g de tartrato doble de Sodio y Pota-
sio tetrahidratado; agregar 100 ml de NaOH 1N y -
120 ¢ de sulfato de Sodio anhidro. Aforar a 900 ml
y filtrar después de 2 dias en reposo a temperatura

ambiente.

E1l reactivo se prepara mezclando la solucidén A y B en propor-

cidén 1:9 (v/v) respectivamente.
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TABLA N® 1

Valores de Rf para Espirostanoles en Diferentes Sistemas de

Disolventes:

S.ISTEMA
gl G
1 2 3 4 5 6

A 79 83 87 47 63 63

B 69 68 |. 77 40 60 54

C 43 42 75 53 45 49

D - 36 28 67 | 29 37 43

E - 18 | 14 61% | 24 31% 39%

F 0.08 | g

Cloroformo: MeOH: Agua, 75:15:15

Diclorometano: MeOH: Agua, 80:20:0.1

Butanol: Etanol: Agua, 5:1:4 (fase orgédnica)
Cloroformo: MeOH: Agua, 65:35:10 (fase orgdnica)
. Butanol saturado con agua ‘
Butanol: AcOH: Agua, 4:1:5

N B W N —

% Esta mancha estd formada por los glucdsidos E y T.



A.2.- Identificacidn Sapogeninas Libres

Para detectar la presencia de sapogeninas libres en el extracto
metanélico de espirostanoles totales, se empleo la prueba cuali

tativa de precipitacién con Digitonina de la siguiente forma:

A una solucidn alcoh6lica al 1% del problema en LtOH 95% se le
agrega en caliente una solucidn alcoholica también al 1% de
Digitonina en EtOH 90%. La prueba es positiva cuyando hay forma

cién de un precipitado blanco (Digitdnido). Resultado:

Substancia Reéultado

Diosgenina ot

Colesterol +

Ac-Diosgenina -

Ac -Colesterol -

Problema -

Sin embargo, la cromatografia en capa fina, utilizando sapogeni
nas libres como patrones, indica la presencia de Diosgenina y -
Penogenina que en el sistema de disolventes compyesto por Bence

no: AcEt 80:20 presentan Rf de 38 y 23 respectivamente.

Para cuantificar estos aglucones se hizo una cromatografia en -

columna con las siguientes condiciones: longitud de la colum-

na-= 120 ¢cm; didmetro interno = 1.5 cm; proporcién de glucdsido:
gel = 1:100; sistema de elucidn = N°2; cantidad de muestra = 1
g ; flujo = 30-35 gotas por min.; volumen muerto = 100 ml y --

fracciones de 20 ml. Las sapogeninas quedan en las 7 primeras
fracciones. Después de evaporar, la cantidad que sc obticne de
las dos sapogeninas es de 13.5 mg, es decir, 1.35% del que la -

mayor proporcién corresponde a Diosgenina.
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A.3.- Glucdsido A

A.3.a.- Aislamiento.- Fue obtenido por hidrdlisis parcial de 5 g
de la mezcla total de espirostanoles con dcido sulfiirico 1 N - -
(50 ml) y etanol (40 ml) a reflujo por 6 hr y a temperatura am-
biente por 24 hrs. deteniendo la reaccidn por adicidn de agua - -
fria (aprox. 200 ml), se forma un precipitado que en cromatogra-
fia en capa fina da 5 manchas de las cuales la mayor barte (aprox.
80%) corresponde al glucdsido A. Para su purificacidn se hizo -
una columna de acuerdo a las siguientes condiciones: longitud =
50 . emy didmetro interno = 2.5 cm; soporte = gel de silice (75 g);
eluyente = sistema N°2; flujo = 28 gotas por min.; volumen muer-

to = 45 ml y fracciones de 2 ml cada una.

Este compuesto asi purificado presenta las siguientes constantes

fisgicas:

GLUCOSIDO A LIBRE

Datos obtenidos anteriormente: (26)
p.f. = 245 - 50°C
24
Eﬂ}) = -94,2°(C=10% en g).
Formula: C33 H52 08 P.M. = 576.78
Andlisis elemental:
o 5 H %0
calcultados: 68.77 9.08 22:.19
encontrado: 67.19 9.17 25 48

Infrarojo: (Espectro N°1)

Bandas (cm—1) Correspondiente a:
3400 -OH
1650 c = ¢

900 y 920 Isosapogenina(27)



R.M.N, de Hidrbégeno:

ppm Correspondiente a:
‘0.8 - 1.1 - CH3 angulares

Tl = 245 - CI{Z

3.4 - CHZ—O—de azlicar

0 (SRS - CH-0-de azfcar

5.4 - H-C=C-H

Datos actuales: -

p.f.. = 263 - 4° C

23

Eﬂr) - -04.3°(C= 1.5 g %)

R.M N, de 1’7’(“,: (espectro N°2)

lL.as asignaciones para la porcidn glucosidica se hicieron por

comparacidn con los desplazamientos reportados para el metil-
i oy 23 3

R—D-glucop]ranOSJdo,( ) datos obtenidos del espectro de la

clucosa (espectro N°3) y por el cédlculo de los efectos de subs

21)

titucién . glucosidica. Resultado:

C P GI-A
1 104.2 102.6
) 74 .1 75.8
. 1 76.9 78.4
A il P 747
g 76.8 78 .1
6 4 61.9 62.9

* metil-B-D-glucopirandsido

t en ppm a partir del TMS
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para el aglucén las asignacioncs fueron hechas en base a 1los
datos reportados en la literatura para Diosgenina (%] y los
obtenidos de Ciba-Geigy LTD (Suiza) para Diosgenina, yamogenina

'y penogenina (Espectros N°4,5 y 6 respectivamente), ver tabla

N, T
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TABLA N°2

R AR R R R
1 572 37.8 37.8 37.9 37.5 37.4
2 31.6 32.5 92,5 33,4 31.7 3.0
3 71.5 7152 71.2 71.2 78.5 79.7
4 42.2 43.4 43.4 43 .4 39.3 39.3
5 140.8 | 142.0 |142.0 | 142.0 [141.0 | 140.6
6 121.3 4121.0 1210 bi21.0 }121,7 }122.1
7 32.0 523 32.3 2.2 32.3 32,3
8 31.4 31.8 '} 31.8 32.4 31.8 31.8
9 50.1 | 50.5 50. 5 50. 4 50 .3 50.3
10 36.6 5740 37.0 37.0 37.1 37.0
11 20.9 A A 21.0 21.1 A
12 39.8 40.0 40.0 32.4 39.0 39.9
13 40.2 40.5 40.5 44 .8 40.5 40.5
14 56.5 56.8 56.8 53.2 56.7 56. 7
15 31.8 29.3 29.3 28.8 30.3 30.0
16 80.7 81.1 81.1 90. 0 81.1 81l
17 62.1 62.9 | 62.8 90.0 62.9 63.0 |
18 16.3 16.4 16.4 17.2 16.4 16.4 |
19 19.4 19.6 19.6 | 19.6 19.4 19.4
BT 41.6 42.0 42.5 45.2 42.0 42.0
21 14.5 | 15.0 15 .0 9.7 15.0 15.0
22 109.1 | 109.2 |109.7 |109.9 | 109.3 | 109.53
23 31.4 3 26.2 32.1 32.3 394
24 28.8 29.3 27.6 30.4 29.3 29.3
25 30.3 30.6 26.4 31.8 30.6 30.6
26 66.7 66.9 65. 1 66.7 66.9 66.9
27 91 T4 3 14.9 17.3 17.3 17.3
* en ppm
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A.3.b.- Derivado peracetilado: 85 mg de glucdsido A disueltos
en 0.5 ml de piridina anhidra se acetilan con 1.5 ml de anhi-
drido acético con agitacidén a temperatura ambiente por 24 hrs.
7 15 min. a reflujo; el peracetato se obtiene por precipitacidn
sobre -agua fria (20 ml). Después de 3 recristalizaciones de me-

tanol presenta las siguientes constantes fisicas:

GLUCOSIDO A PERACETILADO

(26)

Datos obtenidos anteriormente
p.f. = 208-10°C

[]2%=-89.8°(c=10% en g)
Formula: C41 ”60 012 P.M.= 744,93

Andlisis elemental:

%G $ H % 0
calculado: 66.10 8.11 25.77
encontrado: 66.64 8.27 25.24
‘Infrarojo: (espectro N°7)
Bandas (cm—1) Correspondiente a:
2980 - CHS’ CH2
1750 - C=0 de ester
1650 c =cC
R.M.N.de Hidrdgeno:
ppm Correspondiente a:
0.5-0{9 : -CH3 angulares_(Cz1 y C27)
0.88-1.01 —CH3 angulares (C18 y C19)
2.1 3.0 cuatro sefiales de acetatos
5.4 —CHZ—O-de azlicar
4.1-5.1 -CH-0-de aztcar

Oy ]

.4 H C=CH



Datos actuales:
p.f. = 203-5°C

R.M.N. de 13C: (espectro N°8)

Las asignaciones para la porcidn glucosidica se hicieron por
comparacidn con los desplazamientos reportados para el metil-
g-D-glucopirandsido hes) y .por el cllculo de los efectos de

substitucién glucosidica (2] Resultado:

C ¥ % Lregi=g "
1 104.2 99.8
2 74.1 72.2
3 76.9 72.3
4 70.7 69.3
5 76.8 73.6
6 61.9 62.5

* metil-g-D-glucopirandsido

t en ppm a partir del TMS

Para los valores correspondientes al aglucon. ver la tabla N°2.
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A.3.c.- Prueba para azlicares reductores:
Aproximadamente 1mg del glucdsido A es mezclado con 0.1 ml de
reactivo de Fehling y la mezcla se calienta en bafio de agua por

5 minutos. Resultado = negativo.

A.3.d.- Cuantificacidn de Azflicares.

100 mg del glucdsido A fueron hidrolizados totalmente con 0.3 ml
de HC1 concentrado y 6.6 ml de etanol (95%) a reflujo por 6 hr.
El aglucdn se separd por precipitacidn con agua fria; después

de filtrar, las aguas que resultan fueron aforadas a un volumen
de 25 ml.

Método.- Oxidacidén con dicromato de potasio y titulacidn del di-
cromato residual con tiosulfato de sodio.

A una alicuota de 1 ml se le afiaden 25 ml de dicromato de pota-
sio 0.01N y 5 ml de dcido sulfdrico 7% calentando en bafio de agua
durante 1 hr. Al enfriar a temperatura ambiente se agregan 20ml
de agua destilada y 5 ml de yoduro de potasio 5%y despubs de
exactamente 20 minutos de estar en reposo y en la obscuridad el
exceso de dicromato es titulado con tiosulfato de sodio 0.01N.
La curva estandar para hacer la interpolacidn fue preparada usan
do glucosa procesada de la forma descrita en un rango de concen-

traciones comprendido entre 1 y 3 mg.

Resultado:
Valor promedio encontrado = 29 mg/100mg de muestra

Valor calculado para un glucdésido de Diosgenina con:

0

a) Una molécula de glucosa = 31.23 mg %

b) Dos moléculas de glucosa = 48.50 mg %



A.3.e.- Rotacidén Optica.- Determinacidn del Enlace anomérico:
El cardcter del enlace anomérico puede establecerse aplicando

la regla de Klyne de diferencias de rotacidn molecular(24).

Siguiendo el procedimiento de cédlculo descrito en la parte =
tebrica para éste método (pdg.25) se obtienen los resultados
de la tabla N°3, '
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DIFERENCIAS

TABLA N° 3

Pharm. Bull., 10, 703 (1962).

- DE ROTACION MOLECULAR
Comp. R M, [o] '}ﬂD IN¢E ZXU\”D B
DTIOSG 414.61 -121.0 =501 .67
GL. A 576.74 -94.3 -543.86 - 42.19 $2.5.81 B
-95.3 -688.90 -145.04 -34.04 o
GL. B 722.88 -89.0 -643.36 - 99.50 +11.40 a
- -81.0 -585.53 - 41,607 +69:33 a
E = Enlace anomérico
[M] de metilglucdsidos:
D
o -metil-D-glucopiranbsido = +309°
g -metil-D-glucopirandsido = - 66°
o -metil-L-ramnopirandsido = -111°
g -metil-L-ramnopirandsido = +170
Tomados de: Kawasaki, T. and T. Yamauchi, Chem.
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TABLA N°4

¢ |oL-a* | 6L-B* | GL-D* |Ac -D*
1 37.51 37.4} 37.5} 37.4
2 3. 721 31,6431, 7} 51.7
3 78.5) 78.4] 78.7] 78.4
4 30.3{ 39.2] 39.0] B38.5
5 | 141.0]140.9 ] 140.9 ] 140.4
6 Fror b iar b sty 12
7 79,2} Fa.ed 32.724 93%.3
s | 31.8] 31.6] 31.8] 31.8
9 50.31 50:2] 50.4] 50,3
10 27.1 4 87,608 31.1% 372
11 2100 2.1 rat. 1y 215
12 39.9 ] 39.9) 39.9] 39.9
13 40.5| 40.4] 40.4] 40.5
14 56.7 | 56.6| 56.7] 56.6
15 30.3 ) 30.2] 30.2] 29.9
16 g1.1] 81.1] 81.1] 81.1
17 62.9F 62.8] 62,91 62.9
18 16.41 16.3] 16.3] 16.4
| 19 19.4 ] 19.4] 19.4| 19.4
20 42.0 ) 41.9] 42.0}| 42.0
21 15.0] 15.0] 15.0] 15.0
22 | 109.3)109.4] 109.3]109.3
2 5254 32.2 52,3 ].32.5
24 29.% V29,28 29.51 79.3
25 30.6 | 30.5] 30.6}] 30.6
26 66.9] 66.9] 66.9] 66.9
27 17.3y 17.3} 17.3}-17.3
* en ppm
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A.4.- Glucdsido B
A.4.a;- Aislamiento: 5 g.de espirostanoles totales fueron someti
dos a cromatografia en columna con gel de silice como soporte en
una proporcién glucdsido: gel de 1:300 elpyendo con el sistema -
de disolventes N°2, colectando un volumen muerto de 1.5 & y frac
ciones de 50 ml. - Las dimensiones de la columna fueron: longi-
tud = 100 cm, didmetro interno = 7 cm.
Después de evaporar a sequedad en uﬁ rotavapnor a vacio las frac
~ciones correspondientes a este compuesto (63-90) dan un peso to-
tal de 2.3594 g que representan el 47.19% de la mezcla total de
espirostanoles. Una vez recristalizado de metanol acuoso presen
ta las siguientes constantes fisicas:

GLUCOSIDO B LIBRE
Datos obtenidos anteriormente}(7)
p.f. = 210°

20
[i]D = -81°(Piridina)

Composicién: 1 mol de Diosgenina, 1 mol de glucosa y 1 mol de

ramnosa.

Formula: C39 H62 013 . LHSOH P.M. = 770.96

" (con 2 mol. de glucosa)

Analisis elemental:

5 C 3 H 3 0
calculado: 62.31 8.62 29.05
encontrado: 62.00 8.68 29.17

Infrarejo:. (ver espectro en rt.7)

Bandas (cm—l): correspondiente a:
2400 - OH
895 y 920 isosapogeninal(27)
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R.M.N. H

(ver espectro en ref.7)

'"No es muy significativo por la presencia de gran cantidad de

oxhidrilos, s6lo es posible observar el perfil caracteristico

de una sapogenina esteroide'.

Datos actuales:

p.f. = 230 -31°C
.23
[«], = -89°(Piridina)

~95.3° (CHC1, / MeOH)

3

1.3

R.M.N.- °C: (espectro N°9)

lLas asignaciones se hicieron por comparacidén tomando como refe-

rencia los desplazamientos obtenidos para el glucdsido Ay
Sed (espectro N°10). Resultado:

reportados para la ramnosa

los

Glucésido - B Ramnosa

Cf Gl-A Glucosa Ramnosa a B

11 102.6 102, 5 102.3 94.9 94,5
2 7543 75052 7245 719 T D
3 78 .4 76 .7 e 2 70.8 7509
4 7.7 78 .4 TBee ] 732 72.8
5 78,1 76,5 70.2 69.1 72.8
6 62.9 61.4 18,5 17.8 {E7Ae

Para la asignacidn de las sefales

racidn con los desplazamientos del glucdsido A,

del aglucdn se hizo la compa-
ver tabla N°4.
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A.4.b.- Derivado peracetilado: 37 mg de glucdsido B disueltos en

0.1 ml de piridina anhidra se accetilan con 0.5 ml de anhidrido

acético con agitacidén a temperatura ambiente por 24 hr y 15 min.

a reflujo; el peracetato se obtiene por precipitacidén sobre agua
fria (aprox.10ml). Después de 4 recristalizaciones de metanol

acuoso presenta las siguientes constantes fisicas:

GLUCOSIDO B PERACETILADO

Datos obtenidos anteriormente:(7)
p.E. = 110°C
Formula: C51 ll74 018 P.M, = 975,15
Anidlisis elemental:
% C % H %0
calculado: 6281 764l o 29,55
encontrado: 62.85 7.62 29,583
Infrarojo: (ver espectro en ref.7)
bandas (cm_1) correspondiente a:
1750 - f - de “ester
i
0
1650 c =c
895 y 920 Isosapogenina
R.M.N. H : (Ver espectro en ref.7)
bandas (ppm) correspondiente a:
B A metilos angulares
1.1 = 145 *CH,~, CH~
1.6 = 2.1 5 sefiales de acetatos que

integran para 18 protones.

D v —CHZ-O—

4.3 - 5.6 -0OH de azfcar

65



A.4.c.- Rotacidén 6ptica. Determinacidn del enlace anomérico.
El tipo de enlace anomdrico entre la ramnosa y la glucosa fue
establecido por el mismo procedimiento usado para el glucdsido
A

tacifén molecular. Resultado: ver tabla N°3.

, es decir, aplicando la regla de Klyne de diferencias de ro-
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A.5.- Glucdsido C

A.BS.8,~ Aislamiento:A Fue obtenido en forma impura (aprox. 85% de -
pureza, determinada en capa fina) por cromatografia en columna bajo
las siguientes condiciones: longitud de la columna = 50 cmj diame-
tro interno = 10 mm; soporte = 8 g de gel de silice; eluyente =
sistema N°2; flujo = 60 gotas por min.; volumen muerto = 25 mI‘y o
fracciones de aproximadamente 1.5 ml. El compuesto asi aislado pre
senta un punto de fusidn de209-211°C y un espectro de infrarojo simi

lar al del glucdsido A.

A.5.b.- Hidrdlisis dcida total: 5 mg disueltos en 0.3 ml de EtOH se

hidrolizan con 0.03 ml de HC1 concentrado a reflujo por 6 hrs. Por -
cromatografia en capa fina se identifican los siguientes productes -
de reaccidén: Diosgenina, glucosa y ramnosa, ademds de una mancha ama

rilla no identificada.

A.5.c.- Hidrdélisis dcida parcial: 4.0 mg disueltos ep 0.5 ml de EtOH
fueron hidrolizados parcialmente con 0.5 ml de HZSO4 1IN a reflujo --
por 3 hrs. siguiendo el curso de la reaccidén a diferentes tiempos --
por cromatografia en capa fina.- De esta forma se identifican como

productos de hidrélisis: diosgenina, glucdsidos A, B y C que no sc

hidroliza.

A.5.d.- Hidrdlisis dcida parcial en cromatografia en ‘capa fina.

Las placas deben reunir las siguientes condiciones: placas de vidrio
de 20 x 20 cm; soporte = gel de silice; espesor; aproximadamente 250
micras; activacidén = 110° durante 1 hr. Método: la elucidon es bidi-
mensional empleando el sistema de disolventes N°2; se hacen dos apli
caciones (A y B) de espirostanoles totales separadas entre si 1.5cm
y se eluye la primera dimensidén revelando con HZSO4 § N y calor la -
aplicacidén A que queda en el extremo para identificar la posicion dc
los glucdsidos en la placa; una vez hecho esto se aplica una gota de
11.SO, IN a cada una de las posiciones correcspondientes en la aplica-

2774
cién B dejando secar en un desecador a vacio a temperatura ambiente.
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Posteriormente se eluye en la secunda dimensién para luego revelar
toda la placa con HZSO4 5 N y calor para identificar los productos
de hidrdlisis. Resultado: el glucdsido C se degrada exclusivamente

al glucésido A y diosgenina.
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A.6.- Glucdosido D

A.6.a.- Aislamiento: Fue obtenido por cromatografia en columna a --
partir:de barbasco fresco (extracto B) en el que se encuentra en ma
yor proporcidén. Las condiciones fueron: longitud de la columna =
120 cm; didmetro dinterno = 15 mm; soporte = 100 ¢ de gel de silice;
volumen muerto = 150 ml; fracciones de 1.0 ml; eluyente = N®Z. ' La
aplicacidén tuvo que ser hecha disolviendo la muestra de 1 g en DMSO
con lo que varid la polaridad del eluyente formdndose una zona de
precipitacién que tuvo que ser removida. Una vez recristalizado de

metanol acuoso preserta las siguientes constantes fisicas:

GLUCOSIDO D LIBRE

paf, = 274 - 75°C
I'..,O‘:,IZ)3 = -107° (Piridina)

Formula = C45 H72 016 ! ZHZO pP.M. = 905.Q4

Analisis elemental:

% C % H % 0
calculado = 59.71 8.46 31.82
encontrado = 59.84 8.06 . 32.10

Infrarojo: (espectro similar al del glucosido A)

bandas (cm_1) correspondiente a:
3400 - OH
1650 o
892 y 920 isosapogenina
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R.M,N. - H:

bandas (ppm) correspondiente a:
0.75 - 1.1 metilos angulares
1.3 = 1.7 CH, , CH
3.8 . 4,7 OH de aziicar

R.M.N.~13C: (espectro. N°11)

La asignacién de las sefiales se hizo por comparacidp con las encon

tradas para el gluctdsido B. Resultado:

C Gl - B Glucosido D G1 - B
. Glucosa G1 Ra-1 Ra-1 Ramnosal
1 102.5 f102.9] 102.0] 100.3 102.3
2 75,2 81.1 72.5 72.9 185
3 Te.5 L 6.0t renat yi.q - iru.2
4 78.4 787 73.9 phatl i 73,7
5 76.7 77.9 69.5 72.8  70.2
6 61.4 61.3 18.4 18.3 18.3

Para la asignacidén de las scfiales correspondientes al aglucdn ver

la tabla N°2.
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A.6.b.- Hidrb6lisis dcida parcial: 5mg disueltos en 1.0 ml de EtOH

se hidrolizaron con 0.5 ml de H2804 1N a reflujo por 6 hrs. siguien
do el curso de la reaccidn a diferentes tiempos por cromatografia -
en capa fina. Como productos de reaccidn se detectan: trazas de --

diosgenina, glucdsidos A,B,C y ramnosa.

A.6.c.- Hidr6lisis 4dcida total: a la mezcla de reaccidn de la hidré
lisis parcial se le agregd una gota de HC1 concentrado calentando a
reflujo por una hora; a &éste tiempo se detectan por placa sole a ~-
los glucésidos A, B y ramnosa. Después de 4 hrs. mis a rerlujyo v -
48 a temperatura ambiente sb6lo se detecta diosgenina, glucosido A y
ramnosa por lo que se agregd una gota mis de HC1 copcentrado y des-
pués de 6 hrs de calentamiento a reflujo y 12 a temperatura ambien-
te se logra la hidr6lisis total jdentificando por cromatogragia en
capa fina lo siguiente: diosgenina, dieno de diosgenina, glucosa,

ramnosa y la mancha amarilla no identificada.

A.6.d.- Rotacidn 6ptica. Determinacidn del enlace anomérico: Apli-

cando la regla de Klyne:

.- P.M. del glucésido D calculado = 869.02

11,- Vo) del glucséside D = ~107°

IT1.[M] del glucdsido D = 869.02 x -107/100 = -929.86
IV.-IM] del glucdsido B = -688.90

V= &L = -929.86 - (-688.90) = -240.96

VI.-|{M| del metil-e-L-ramnopirandsido = -111.0°
V=VI.~ = -240.96 - (-111.0}) = -131.96

VIT.-|M | del metil-@-L-ramnopirandsido = +170

VI-VII = -240.96 - (+170) = -410.96.
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A.6.,e.- Derivado peracetilado: 25 mg disueltos en 0.5 ml de piridi
na anhidra son acetilados con 1.5 mi de anhidrido acético con agi-
tacién por 24 hrs. a temperatura ambiente y 15' a reflujo. E1 pe-
racetato se obtiene por precipitacibén sobre agua fria (5 ml); des-
pués de dos recristalizaciones de metanol acuoso presenta las si-

guientes constantes fisicas:

GLUCOSIDO. D PERACETILADO

p.f. = 133 - 34°C

Formula: C61H88024 P.M. = 1205.31

.Anélisis elemental:

: i C $ H $ 0
calculado: 60.78 7436 31.86
encontrados: a) 59.82 7 w19 32.99
b) 59.65 T 15 33.22
c) 60.84 7 .54 . 3162
d) 60.87 7559 - 31.54
e) 61.04 725 Bl
£) - 61.00 7.35 31.65 v
promedio: 60.54 7.34 312

Infrarojo: (espectro similar al del acetato del glucésido A)

bandas (cm;1) , correspondiente a:
1750 carbonilo de éster
1650 _ c = C
895 y 920 isosapogenina
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R.M.N.- H: (espectro N°12)

'bandas (ppm) correspondiente“a:
I metilos angulares
g 2.2 D seﬁales de acetatos ‘que

integran para>24 protones

(8 acetatos)

363 = 3.7 -CHZ—O-
4,2 = '5.58 -0-H de azfcar
7415 sefial de referencia interna

 (p-diclorobenceno)

R.M.N.-'2C: (espectro N°13 y 14)

Por carecer del espectro del homdlogo inferior, del acetato del
glucdsido D sélo es posible hacer la asignacién de las sefiales
del aglucén (ver tabla N°2) y las correspondientes a los carbo-

nes anoméricos que aparecen'a 99.9, 99.3 y 98.0 ppm.
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A.7.- Descomposicidén de azlicares en condiciones 4cidas: 2.5 mg

de glucosa y ramnosa y 5 mg
sueltos cada uno en 1 ml de
de hidrdélisis con 0.5 ml de

esta forma la glucosa di en

de 1a mezcla 1:1 de éstos dos di-

etanol se trabajan en condiciones -
By
capa fina una mancha rosa mientras

1IN a reflujo por 6 hrs. De -

que la ramnosa di una mancha amarilla con un Rf=75 en el siste-

ma de disolventes N°2.
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B.- Glucdsidos Furostidnicos

Fueron obtenidos a partir dec rizomas de barbasco fresco ==
(Dioscorea composita) recolectado el 21 de febrero de T975‘
en un acahual de 10 afios en la "Estaci6n de Biologia tropi-

cal Los Tuxtlas'", Veracruz.

B.1.- Prueba piloto de extraccidn: Fue hecha en un extractor --
Soxhlet con 80 g de barbasco fresco cortado en trozos pequefos
y 500 ml de metanol. E1 rendimiento de saponinas después de --
14 hrs. de extraccién es de 7.9gy que representan el 9.87% en -

base hiimeda; a éste extracto se le denomind FI.

B.1.a.- Composicién de FI: el nimero de glucdsidos furostédnicos
“que componen este extracto fue determinado por cramatografia en
capa fina eluyendo con:
Diclorometano, Metanol, Agua 70:29:1

y revelando 1° con reactivo de Erhlich (solucidn d]COhO]]Ll al

9 de p-dimetil-amino-benzaldehido) vy vapores de HCl - los =
rostanos revelan de color rojo caracteristico(31)- para después
‘sobre la misma placa revelar .con H2804 5N revelando asi los es-
pirostanos que no lo hacen en el primer revelado. De esta fore
ma se detectan 5 furostanos y 1 espirostano que corresponde al
glucésido D tanto en el eluyente antes mencionado como en el N°
2 y que representa el 70% aproximadamente de la mezcla total.
B.2.- Extraccién final: 2.2182 Kg de rizomas frescos cortados en
trozos pequefios fueron extrafidos con 5 1 de metanol calentando
a reflujo por 16 hrs. El rendimiento de saponinas es de 32.8 g
a las que se les denomind FII. ’
Presenta la misma composicidn de FI.
B.2.a.- Nidrdlisis dcida total de FIT: 100 mg de la mezcla total
disueltos 6.6 ml de etanol fueron hidrolizados con 0.3 ml de HC1

concentrado a reflujo por 6 hrs. Como productos de hidrdlisis sc

detectan: diosgenina, glucosa y ramnosa.
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B.3.- Revelado del extracto A de espirostanoles con reactivo de

Erhlich: eluyendo en placa con cl sistema de disolventes N°2 y

revelando de la forma antes mencionada se detectan 2 furostano-
les a los que se les denomind furostanol A y B que aparecen in-
mediatamente antes de los espirostanos A y B respectivamente en

concentraciones muy bajas.

B.3.a.- Aislamiento de los furostanoles A y B: la purificacidn

fue hecha en placa preparativa aplicando 20 mg de una mezcla de
glucdésidos que contiene a estos 2 furostanos y al espirostano B
que forma la mayor parte (aproximadamente el 95%). S6lo se lo-
grd aislar al furostano A el cual al extraer en caliente se hi-
droliza dando como producto el espirostano A y probablemente --

por transglucosidacién algo del furostano Biic
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C.- Glucdsidos de Pennogenina

FE1 material utilizado fué un clon especial de D. composita rico -
en Penogenina proporcionado por los laboratorios STEROMEX, S.A.
C.1.< Extraccibn: - los rizomas fuerom divididos en 3 partes - = =
pard su extraccion. -La primera consta de las regiones jovenes -
del rizoma y se le llamdé Barbasco de Penogenina joven (BPJ); la -
segunda estd formada por las regiones viejas denominidndosele como
Barhasco de Penogenina Viejo (BPV) y la tercera es una porcidn

de BPV puesta a fermentar por .lo que se le didé el nombre de Bar-

hasco de Penogenina Viejo y Fermentado (BPVF).

Las partes BPJ (1.034 kg) y BPV (2 kg) fueron cortadas en trozos
pequefios para ser extraidas por maceracidén con 1.5 y 2 1-de meta-
nol respectivamente a temperatuta ambiente durante Z semanas reno
vando el disolvente y agitando manualmente. Por precipitacion
fraccionada - al concentrar - se obtienen las. fracciones BPJ I-IV

con un peso total de 38.74 g y las BPV I-V que pesan en conjunto

240 o

la composicién de las fracciones BPJ es la misma de las FI y FLEI
v sbélo la BPJ IV posee mayor concentracidén de furostanoles. Las

BPV ademds presentan trazas del heterdsido C.

E1 material clasificado como BPVF fue almacenado - para ser fet-
mentado - en un recipiente de poliuretano durante 3 dias a tempe-
ratura ambiente al cabo de los cuales fue secado al sol dando un
peso de 480.45 g. Se extrajo con dos porciones de metanol de 2 1
c/u durante 1 semana agitando manualmente. Al concentrar se ob-
tienen por precipitacidén fraccionada 5 fracciones que en el siste
ma de disolventes N°2 presentan la misma composicidon de la mezcla
total de espirostanoles s6lo que la Diosgenina y los heterosidos

A, By C se encuentran en trazas. El peso total de las fracciones
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BPVF I-V es de 74.1 g.

C.2.- Sapogeninas libres: La presencia de sapogeninas se determind
por cromatografia en capa fina de gel de silice eluyendo con una
mezcla de Benceno: AcEt 80:20, revelando con HZSO45N v usando mue§
tras puras de Diosgenina y Penogenina como patrones. Resultado:
las fracciones BPJ y BPV no presentan sapogeninas lihres; en cam-
bio las BPVF presentan trazas de Penogenina y trazas de otra man-

cha poco polar no identificada.

C.3.- Hidrdlisis dcida total: 10 mg de c/u de las fracciones BPJ ¥y
BPV disueltos en 1.5 ml de EtOH fueron hidrolizados con 0.5 ml de
H.SO,1N a reflujo durante 4 hrs. y 15 hrs. a. temperatura ambiente

2l
con 0.1 ml de HC1 concentrado.Resultado: todas las fracciones mues

tran como aglucdédn en capa fina eluyendo con Benceno - Aclt 80:20
una mezcla de Diosgenina y Penogenina en una proporcidon 1:1 aproxi
madamente aunque la BPJ IV presenta mayor cantidad de Penogcnina;
ademas aluyehdo con el sistema de disolventes N°2 se identifica - -
dieno de diosgenina y otra mancha ligeramente mds polar no identi-
ficada (probablemente dieno de penogenina) asi como glucosa y ram-

nosa.

C.4.- Hidrdlisis Acida total de BPVF: 5 mg de la mezcla de glucd-
sidos disueltos en 1 ml de EtOH fueron hidrolizados con 0.5 ml de

HCl concentrado a reflujo por 6 hrs. y a temperatura ambiente por

20 hrs. Por capa fina se detectan los mismos productos que cn b



T .=

T e=

5. CONCLUSI1.0NES

No existen azficares libres en los extractos metandlicos de ri-
zomas fermentados y secos de Dioscorea composita (barbasco).

El porcentaje de sapogeninas libres (mezcla de Diosgenina vy
Penogenina) en el extracto de barbasco fermentado es de 1.35%
de las cuales la mayor proporcidén corresponde a Diosgenina.

En el extracto de barbasco fresco y en las de las partes jove-
nes y viejas de un clon especial de D. composita rico en Peno-
genina no se identifican sapogeninas libres.

Fn el extracto metandlico de las partes viejas y fermentadas
del clon especial antes mencionado se identifican trazas de wr
Penogenina libre y trazas de otra sapogenina no identificada.

Se confirma la estructura del glucdsido A como: (ver estructura

L, pag.32)

Diosgenina -3-0-g-D-glucopirandsido

"Sc establece la estructura 3a. y 4a. del gluc6ésido B como:
fver estructura II, pég.33)

Diosgenina -3-0- (a-lL-ramnopiranosil 1-4)-g-D-glucopirandsido

Al glucésido C se le identifica preliminarmente como: (ver es-
tructura II1I, pag.34) ,

Diosgenina -3-0-(a-L-ramnopiranosil 1-2)-g-D-glucopirandsido

por un método de hidrélisis parcial en capa fina.

- Al glucdsido D se le identifica como a un triglucésido con la

estructura:- (ver estructura IV, pag.35).

Diosgenina -3-0-bis(a-L ramnopiranosil 1-2,1-4)-g8-D-glucopira-
nésido. _

Los extractos metanbdlicos del clon especial de D. composita es
tdn constituidos por glucdsidos de Diosgenina y Penogenina co-
mo lo demuestran los experimentos de hidrdlisis total.

Fn el extracto de barbasco fresco se encuentran los furostanoles precursao

res de los glucédsidos de barbasco fermentado (espirostanoles)

Se identifica en forma preliminar al furostanol A como el pre-
cursor del glucdsido A. Ver estructuras V y VI

E1 extracto de barbasco fermentado tiene como componente mayo-
ritario el glucdsido B (~~50% de la mezcla total) en tanto que

en los extractos de material fresco lo es el glucésido D (~~70%).
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