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I N T R o D u e e I o N 



INTRODUCCION 

Las sapogeninas que se encuentran en las plantas monocotiledóneas 

son de tipo esteroidal de acuerdo con los estudios realizados por Heg

nauer, (1). Se han identificado especialmente en Liliáceas, Arnarilidá 

ceas, Dioscóreas, Agaváceas y Bromeliáceas. 

En la naturaleza, se conocen algunos e jemplos de aglucones est~

roidales de saponinas con cadena abierta, pero son pocos y raros. Se

han aislado de plantas y de insectos, compuestos polihidroxilados con 

estructuras similares, los cuales tienen actividad de hormona de la 

muda . Este hecho, hace interesante el buscar en el Reino Vegetal fue~ 

tes abundantes de compuestos polihidroxilados que puedan tener activi

dad sobre las funciones vitales de los insectos. (2 ,3,~.5.6,T,8,~,10,11) 

El Calibanus hookeri, comunmente denominado Sacamecate, pertene

ce a la familia de las liliáceas, del cual se han aislado en trabajos 

anteriores dos esteroles (colesterol y /3 -si tosterol), una sapogenina 

espirostánica (diosgenina) y una sapogenina de cadena abierta (caliba

genina). 

En el presente trabajo, del rizoma de Calibanus hookeri se ais

laron y purificaron dos sapogeninas esteroidales polihidroxiladas de 

cadena a~ierta, cuyas estructuras se dilucidaron utilizando métodos · 

espectroscópicos de Infrarrojo, Ultravioleta, Resonancia Magnética 

Nuclear de 
1
H, Resonancia Magnética Nuclear de 13

c y Espectrometr!a 

de Masas. 

T~nbién se aisló un hidrocarburo que se identificó como n-Hep

t c1cos "lno :JOr espectrosco;il a de Infrarro io , Resonancia Magnética Nu

clear de 1
¡¡ y Esc:>ect.ro:;;etrla de :·lasas y se analizaron los azúcares 
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de las saponinas. 

Además de estos compuestos, se identificaron colesterol y ;a -s!_ 

tosterol, calibagenina y diosgenina, habiéndose calculado el r endimien 

t o total de esta Última en el rizoma. 



DIAGRAEA I , 

Rizoma (2 )·:J.los) 

l E:xtracciÓn con hez ano Creflu ·jo) 

Filtración 

i 
Residuo ! HidrÓlisis H:l 10 % (reflujo) 

Fil traciÓn -------..Residuo 

l :: 3) 

agua dest. pH 7 

filtración 

3 

Filtración • 
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extraccion con hexa-
Residuo 
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¡ ¡ 
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Calibagenina 

j 
Purificación PurificctciÓn 
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L ...;ol ucion ( :.; ) 

DL\GRAViA II 

::i zo.-:ia ( 3 V-1 los l 

¡ e!<trcicciÓ'1 con hexano (reflu ~o ) 
?il trac iÓ:--, 

1 

r<esiluo ( R. ) 
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1 
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Filtración 
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(Colesterol 
y ~ -sitost~ 
r ol) 

extracción con ace 
tato de etilo (re:'." 
flu jo ) 

evaporación 

1 

R.eslduo ( O ) SolucÍón (P) 
(Ra11nosa , Rí bosa, 
tosa y arabinosa ) 

l l ;Jal-1:0 
2 ) agua aest. pH 7 
3 ) fil traciÓn 

Filtración polvo rojo 
(155 g) ?recipitaciÓn con metanol 

Fruc-

¡evaporación 
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a sequ!:. 
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lpr~ipiU.ciÓo e~ ho~o cali~to 
Filtración en caliente i polvo amarillo -cromatografía en 

evaporac on columna (n-butanol-

Fracciones 10 de 23 
Sapogenina A 

~ , 
'.'nri f icilcio-i 

----~ clorofo~-h~MO ~20:80:20) 

1 1 
Fracciones 24 a 32 Fracciones 33 a 77 
mezcla de A y B Sapogenína B 

! 
Purificación 
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DISCUSION 

Diosgenina y Calibagenina 

El rizoma de Calibanus hoolceri se hidrolizÓ y el residuo fué extra! 

do con hexano. De aquÍ se aisló por cromatografía en columna una sapoge

nina que se identificó por Pf, Espectrometr!a de Masas (espectro #1 ), In 

frarrojo (espectro # 2) y cromatografía gas-lÍquido (cromatograma # 3) co 

mo diosgenina. 

Los datos obtenidos coinciden con los informados en la literatura. 

( l'Z,ll,14
1

15 1 16 1 1!7) 

De las fracciones 23 a la 29 de la misma columna, se aisló caliba-
• 1 genina que se identifico por Pf, RMN de H (espectro # 4), IR (espectro 

11 5) y cromatografía de gas-líquido (cromatograma # 6). Los datos obte

nidos coinciden con los descritos en la literatura. (4) 

n-Heptacosano 

Como se indica en el Diagrama II, del residuo C se aislaron 41 mg 

de un polvo blanco de Pf 56°. 

El espectro de masas (# 7), muestra un iÓn molecular M+ de m/e 

380. Calculando la relación del nÚMero de átomos de carbono se tiene 

( 18 ) : 

c 
n 

30 
1.1 

27.3 

por lo t 'lnto el cor.1puesto debe tener 27 átomo s de carbono + 1 • 



:::1 espectro IR (;~ 8 ) en pel ícula, presenta l o. s siguientes bandas: 

2900 ( m)' 2830 (m) -1 C-H cm ................ 
{;;¡ ), 1'150 (n l 

- 1 -CH2- -CH3 1460 C !il ................ y 

1380 (f) - 1 
-CH3 = ...............• 

720 (m) -1 
(CH2)n c m ................ 

El espectro {Jf 9) de RNN de 1H (60 MHz) en COC1
3

, muestra las si

guientes señales: 

1.2 ppm 

0.57 ?PM 

50 H 

6 H 

protones de metilenos 

?rotones de metilos 

El espectro de masas (# 7), indica claramente que se trata de un 

hidrocarburo de cadena lineal. 

6 

En los hidrocarburos saturados, el iÓn molecular es de abundancia 

relativa muy baja y la distribución regular de los iones más pesados C! 

sulta porque la mayoría de los enlaces carbono-carbono tienen casi la 

misna energía; por lo consiguiente, las velocidades iniciales de frag

mentación del iÓn mol ecular son comparables entre s!. 

Lo anterior predice un aumento regular en las intensidades de los 

picos, al disminuir el t ama,;o de los iones alquilo y la probabilidad de 

obtener productos reordenados de mayor estabilidad, aumenta a medida que 
+ + 

se forr:ian los fragmentos de iones menos pesados como c
3

H
7 

y c
4

H
9 

, los 

cuales son principalmente ramificados más estables. ( 19 ) 

Los fragmentos más abundantes del espectro de masas (# 7) en orden 

decreciente de intensidad son: 

m/e 57 (pico base) (100%), 43 (58%), 71 (68%), 85 (40%), 55 (25.3~ 
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1\ 1 (22.7%), 69 (18.7%), 56 ( 17.3%), 70 (13.3%). 

De acuerdo con tablas de compuestos conocidos este espectro (ti 7) 

corresponde al n-Heptacosano y l a frag'.nentaciÓn e s la siguiente: (20) 

~~ 5? '11 85 99 tt.3 12? 141 155 169 183 19? 211 225 

CH3-CH2-CH2TcH2tcH2tCH¿~CH2tCH2tcH2tcH2tcH2tcH2tcH2tcH21cH2tcH2r~H, 
+---i239 
CH2 +-=-, 253 

CH3rH2 tH2 tH2 tH2 f H2 tH2 lCH2 rH2 
365 351 3?>7 323 309 295 281 26? 

La interpretación anterior está de acuerdo con los espectros de 

IR (# 8 ) y RMN \¡ ( # 9). 

Colesterol y {J -si tosterol 

El com911esto sólido de Pf 130-132° que se aisló de la solución N 

(ver diagra".la II) se intentó identificar i)Orccf, usando patrones de es

teroles; el Rf de est e compuesto coincidió con el de colesterol y ,s-s!_ 

tosterol. Estos dos esteroles presentan el mismo Rf en diferentes ~edios 

eluyentes. Por CGL se obtuvieron cuatro picos, de los cuales dos se iden 

tificaron por tiempos de retención como ,B -si tosterol y colesterol, comp~ 

rados con patrones auténticos usando referencia externa. 

Tr para colesterol = 28. 7 i:d.nutos 

Tr D= ª 13 - s i tosterol il4 .7 minutos 

AzÚcares 

En la solució,1 r (ver diagra:"'.la II) se identificaro:i por ccf e1 e l 

~.1edio eluyente n- 'ou t anol - ácido acético - agtB (40: 10: 10) y ;:)Or CGL de 

l os éteres sil i lados : 
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Eri la s j.gui en t e tahl a s e puederi observar l os t..i.e::ipos de r etericiÓn 

(Tr) corresporidientes a los patrones y los tie::ipos de retenc ión de l os 

;:iicos que se r.1uestra'1 en el croma t ogr a::ia !i 11 par a la ., ezc la de azÚca

res a i.s lados del ri zo;.ia . 

, 
P~ tron 

Fructosa 

Rannosa 

Ribosa 

i\r ah inosa 

Tr (minl 

6 . 3 

7. 5 

11. 8 

5.3 

5.3 

4 . 6 

4.0 

5.3 

SAPOGENINA A (Diagra'llas I y II) 

Mezcla de azÚcares aislados del 
ri zoraa 

Tr ( :nin ) pico No. 
(cromatograrna 11) 

6 .3 7 

7.5 8 

11. s 11 

3. 9 3 

5.3 6 

5.3 6 

'1 . 5 5 

!! .O ,, 
5.3 6 

Presenta ll~ Pf de 159-160°; el espectro de masas ( ~ 12) muestra 

un iÓn ;;iolecular M+ de m/e = 416 con un M+ + 1 de 30%, por lo t anto el 

número calculado de átomos de carbono de acuerdo con la literatura ( 18 

es: 

e '1 30. ! 
1."1 

27.3 



El fragmento m/e 398, corres¡:ionde a la pérdida de una molécula de 

agua del iÓn molecular y debe contener el r.úsmo n~~ero de átomos de car 
, . , , ,+ 

bono que este. La contribucion isotopica correspondiente (398+1 , tiene 

una intensidad de 30.2 %, al considerar m/e 398 como 100%, por lo tanto 

debe contener 30 .2/1. 1 átomos de carbono o sea 27.4; lo anterior confir 

ma que 27 es el número de átomos de carbono que contiene la molécula. 

-1 El espectro IR (# 13), muestra una banda (m) fina en 3610 cm , 
- 1 -1 una banda ancha en 3440 cm (d) y dos bandas (m) en 1080 y 1045 cm , 

que indican la presencia de alcohol secundario y terciario. 

9 

El espectro de RMN de 
1

H (100 MHz) (espectro # 14) muestra dos mul 

tipletes 

e 'e ,,1!. 
/ '0-

que integran para dos protones base de alcohol secl.L".ldario 

) en 3.5 y 3 . 9 ppm lo cual indica que el número de oxhidriloss~ 

cund?..rios en la molécula es de dos. 

El espectro de RMN de 
13c W 15), muestra un singulete en 90.8 ppm 

que corresponde Únicamente a un carbono que soporta unoxhidrilo tercia-

rio. 

En los espectros de IR W 13), RMN de 
1

H ( # 14), y RMN de 
13

c (#15) 

no se observa ningÚn otro grupo funcional que contenga oxígeno. La inte

gral tota l en R?IN de 1H, corresponde a 44 hidrÓgenos. 

La fórmula elemental del compuesto, pura un peso molecular de 416 

con 27 áto::1os de c=bono y tres átonos de o:dgeno es c
27

H
44

o3• ( 21 ) 

En el espectro de IR ( ;'lo 16) se observa una banda (d) ancha en 1630 

cm- 1 que corresponde a doble er:lace y otra banda (d) en 815 cm-
1 

que pe-E_ 
1 

te:-iecc a doble enlace trisusti Mdo. El espectro de RMN de -H (ii: 14), 

r.1uestra l.L".l mul tiplet e en 5. 5 ppm que corresponde a u.rt solo protón vinfli 

c o en A 5 célracter!stico de un núcleo esteroidal. 



El espectro I H 

2960 (f) y 28 75 (f) 

2935 (f) c :n- 1 

1630 (d) ')anda ancha 

1465 (::¡ ) 

1380 { m) 

- 1 cm 

- 1 cm 

1155 (d) fina cm- 1 

- 1 
1005 (m) y 990 cm 

- 1 en 

~.3 ) ::"testra '1de:.1ás las siguientes bandas: 

C-H de rietilo 

C-H de :neti leno 
' ; 

• • •............ /e=<::., 

CH
2 

y CH
3 

CH
3 

-CH(CH
3

) 
2 

cicloalcanos 

Sn RHN de 1H ( 100 MHz) (espectro # 14) puede observarse además en 

10 

Ó0. 82 ppm un dobl ete que integra para 6 protones (J= 3.5 Hz), corres

pondiente a los metilos 26 y 27 de una cadena de colestano . En 0.86 pprn 

hay un singulete que integra para tres protones ddmetilo 18, en 1.05 

ppm se encuentra un doblete (J= 3 Hz) que corresponde a la integración 

de 3 protones del metilo 21, en 1.63 ppm se encuentra u.~ singulete que 

integra para tres protones del r.ietilo 19 . Además se muestran 3 mul.tipl!_ 

tes centrados en 1.25, 1.60 y 2.2 ppm que integran para 26 protones y 

que corresponden a metilenos, metinos y ox.~idrilos. 

El espectro de UV (# 17) de la sapogenina muestra una sola absor

ción en 210 nm con un coeficiente de extinción molar de 9038, lo cual 

está de acuerdo con la absorción que presentan dobles enlaces sustituí

dos y aislados . 

El compuesto A da reacción positiva con digitonina, con bromo en 

tetracloruro de carbono y además reacción negativa con ácido peryÓdico, 

indicando respectivamente que uno de losoxhidrilos está en 3 ~ , que hay 

dobl es ligaduras y que no existen oxhidrilos vicinales. 

En el espectro de masas ( ~ 12), se observa que el iÓn molecular 

pier de 129 unidades de ::iasa , para dar un pico base de m/e 287 y el frag_ 

nento ::i/e 3·14 pierde 129 unidades originando m/e 215; estas dos fragrn~ 



t acionAs corr esponde10 a l a ?érdida de la c adena later al completa, cnco!:! 

trá.<dose el correspondiente ~etaestabl e para l a f orr:iaciÓn del pico base 

r.. /e 198 .0 (::¡• calculado 198.0). El iÓn r..olecular ta:nbién se fragmenta 

originando m/e 285, lo cual significa la pérdida de 131 unidades de ma-

lateral más dos hidrógenos que se trans 

11 

sa correspondientes a la cadena 

fieren del núcleo a ia cadena y 
, ~ -

estan de acuerdo con la fragmentacion de 

derivados del colestano que se encuentran en la litera tura ( 22 ) • Esto 

significa que la c adena lateral tiene una masa de 129 unidades y se con 

firma ¡:>or el hecho de que el iÓn molecular pierde una molécula de agua 

originando m/e 398 quien a su vez pierde 111 unidades de masa para dar 

el pico base m/e 28 7, esto i ndica que la cade.•a lateral, de acuerdo con 

la literatura ( '22), tiene un grupo a>:hi drilo y éste debe estar en el 

carbono 22, puesto que al perderse, se forma un doble enlace en c
22

..c
23 

el cua l al .fragmentarse en posición alÍlica de acuerdo con la literatu

ra ( '22 ) , hace que se ;:>ierda una cadena que tiene una masa de 111 unida 

des que debe contener el doble enlace. 

Lo anterior, e s tá de acuerdo con las fragmentaciones antes obser

vadas en que se perdía l a cadena lateral completa de 129 unidades de m~ 

sa. Por lo tanto la cadena de la sapogenina A tiene la siguiente estruc 

tura: 

OM 

1.'1 

Lo an terior también se confirma porque n/e 398 pierde una molécu

la de agua para dar m/e 380 que a su vez pierde 111 unidades de masa 

originando ~/e 269, esta pérdida es la 'llisma que en la fragmentación an 
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terior. 

Asf mismo, m/e 380 pierde 15 unidades de masa que corresponde a la 

ruptura alÍlica al doble enlace c
22

-e
23 

perdiéndose el metilo 21 para 

dar el fragmento m/e 365. Ta'!lbién m/e 380 pierde 337 unidades de mas~ 

originando m/e 43 lo cual significa el rompir.úento del enlace c
24

-c
25 

al{lico a l doble enlace, comprobando la existencia del grupo isopropilo. 

El iÓn molecular m/e 416, pierde 72 unidades de masa que correspo!!_ 

den a la ruptura del anillo A en c
1
-e

10 
y c

4
-c

5 
originando m/e 344, esto 

indica que el anillo A contiene un solo grupo oxhidrilo, el de la posi

ción 3 ¡¡ y se confirma porque m/e 285 pierde también 72 unidades de masa 

(ruptura 2 del anillo A) dando m/e 213. También se observa que el pico 

base m/e 287, quien ya no contiene la cadena lateral pierde 72 unidades 

de masa (anillo A) originando m/e 215. El fragmento m/e 213 también se 

forma por la pérdida de 74 unidades de ~asa del pico base m/e 287 (72 

unidades del anillo A con transferencia de dos átomos de hidrógeno) (2Z). 

Hasta aqu! el espectro de masas ha indicado que el anillo A contiene un 

solo: 9rupo o:-:hidrilo enc ontrándose el segundo en la cadena lateral; por 

lo tant o el tercer grupo o:--.hidrilo debe estar e:-i el anillo C o en el ani 

llo B. 

Sl fragmento m/e 131 corresponde a la ruptura del anillo B en 

c
9
-c

10 
y c 7-e8 del fragmento m/e 269, lo cual indica que el anillo B con 

tiene u:1a doble ligadur a en la posición c5-c6 , ésto se confirma por la 

presencia del fragmento m/e 145, que se forma por la ruptura c
9
-e

10 
y 

c
6
-c

7 
al perderse 124 unidades de masa del fragmento m/e 269. Además, 

el pico base m/e 287 pierde 18 unidades de masa para dar m/e 269 e l 

cual a su vez pierde 72 unidades de masa para dar m/e 197; ta>Cbié:1 r:i / e 

269 pierde 18 unidades de masa para dar m/e 251 que a su vez pierde 120 

unidades de nasa al pr oducirse l a ruptura de ést~ fragmento entre Cg-c 10 
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y c
7
-c

3 
riara d-3.r el f r acr:iento m/e 131 , lo cual se confirma porque m/e 

25'.!. t a ,oJ:iién pi erde 106 unidades de masa para dar el fragmento m/e 145 

que proviene también de m/e 269. Todas estas fragmentaciones confirman 

la ruptura del anillo B, indicando que éste tiene una doble ligadura en 

C5-c6. 

El iÓn molecular m/e 416, pierde 162 unidades de masa para dar 

m/e 254, esto significa la fragmentación del anillo C en c
9
-c

11 
y 

c
8
-e

14
, indicando que el anillo B, contiene un segundo doble enlace y 

que el tercer oxhidrilo de la molécula se encuentra en el anillo C o 

en el anillo D. Además el iÓn molecular, pierde 72 unidades de masa 

(anillo A), para dar m/e 344 el cual por pérdida de 129 unidades de ma

sa que corresponden a la cadena lateral, dá origen al fragmento m/e 215, 

el cual a su vez pierde 90 unidades de masa al fragmentarse en c10-e
11 

y c
8
-e14 (~ida del anillo B) originando m/e 125, el correspondiente 

metaestable es 72.5 (m• calculado 72.6); esto confirma que el anillo 

B contiene dos dobles enlaces y que el tercer OH se encuentra en el 

anillo C o en el ani llo D. El mismo fragmento m/e 125 se origina tam-

bién del pico base por pérdida de 162 unidades de masa lo cual corresP<>!!. 

de a la ruptura del anillo e en c
9
-e

11 
y c

8
-e

14
• 

La posición del segundo doble enlace en el anillo B, se fija por 

la pérdida de 120 unidades de masa del fragmento m/e 251 por la ruptura 

c9-e10 y c7-e8 para dar m/e 131. Además, m/e 251 también pierde 144 

unidades de masa por la ruptura c
9
-e11 y c8-e

14 
para dar m/e 107, lo 

cual se confirma porque m/e 269, también pierde 162 unidades de masa 

para dar m/e 107. 

El iÓn molecular m/e 416, también pierde 188 unidades de masa 

originando el fragmento m/e 228, significando que el anillo D, se frag

menta entre c13-e17 y c14-e15 con transferencia de dos hidrÓgenos del 

núcleo a la cadena, lo cual está de acuerdo con l a litera tura ( 2'2 ) e 
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ESQUE14A. DE TRAGMEN'l'A.CIOtl DE LA. SAPOGENINA ~ 

EN ESP~OMETIUA DE MASAS 

3 ------------

2~
1~90 

m,:,~ 

-69 m*,J4.5 ~ 
90 ( 7Z .~) 215~74 

(l)'\.T) 344 (1 34 ·'4) 57 

r 
-7r. 158 

-72 
,,,- (t84. '7) 

~l'\ .T 

185 

285 .. -131 129 -18 
416 ---~~--~2·e7~-------m-·-1-M~.1;..._ ___ ---t 

(Z.51.0) 

197 

l ·, 
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indica 1Ue el tercer oxhidrilo de l a molécula se encuentra en el anillo 

Den los carbo nos 14, 15, 16 Ó 17, 

Hasta ac¡ul, se han localizado las posiciones de los dos oxhidrilos 

secundarios de la molécula, el del anillo A en 3 ~ y el del carbono 22, 

faltando localizar la posición del oxhidrilo terciario que deberla es

tar en el anillo D confirmado esto por las fragmentaciones anteriores; 

las ;?Osiciones probables son c14 y c17• 

El iÓn molecular, pierde también 18 unidades de masa originando 

m/e 398 que a su vez pierde una molécula de agua para dar m/e 380, Este 

fragmento pierde 152 unidades de masa que significa la plrdida del ani

llo D por ruptura en c14- c15 y c13- c17 de un fragmento que debe cont!:_ 

ner dos dobles e~laces en c17- c20 y c22- c23 , para dar m/e 228. Además 

el iÓn molecular pierde 72 unidades de masa (anillo A) para dar m/e 344 

que a su vez pierde el anillo B que corresponde a 72 unidades de masa 

para dar m/e 254, ést e pierde 69 unidades de masa para dar m/e 185, de 

acuerdo con lo esperado en la literatura, para derivados del colestano 

( 16 ) ; el correspondiente metaestable es 134. 5 (m• calculado 134, 7). 

Todas estas fragmentaciones confirman que el oxhidrilo te=iario se e!:!. 

cuentra en la posición 17. 

En el esquema de fragmentación de la sapogenina A puede observarse 

que la molécula pierde sucesivamente solo tres grupos oxhidrilos en fOE, 

ma de moléculas de agua, lo cual está de acuerdo con los demás espectros 

del mismo c ompuesto. 

Como resultado de las pruebas qulmicas efectuadas y la interpret~ 

ciÓn de los espectros di scutidos, la estructura de la sapogenina A es 

la siguiente: 



SAPOGENIN.-\ A 

OH 

HO 

"s, BC9l ~ 't:' ~ - colestadien- 3 J3 , 17 , , 22 'I - triol 

La estructura propuesta para la sapogenina A, coincide para las 

asignaciones de los desplazamientos de los carbonos en RMN de 13c (es

pectro :f 15) y fueron efectuados de la siguiente manera: 

Con l a i!Lforrnac1Ón obtenida de los espectros de desacoplamientos 

directos C-H se pudo hacer la asignación de los carbonos no protonados, 

grupos CH, CH
2 

y CH
3 

que aparecen respectivanente cono singuletes, do

bletes, tripletes y cuartetos. 

Con los datos anteriores y l os valores de los desplazamientos en 
1 

ppm del espectro de A sin desacoplamiento de H, se hicieron correlacio 

nes co;1 !110delos de es teroides de tipo colestano ( 23 ) , hidroYj. y dihidr~ 

xi esteroides ( 2.4 ~ l5) y ecdisonas ( 26) con referencia a n is . Tales c~ 

rrelaciones es posibl e hacerlas ya que los despl a zamientos se pueden pr~ 

decir, co~; apr oxinac i ones, astuniendo aditividad de los efectos de los 

. sus ti tuyent es observados . 



Des:ol az~::tl.entos ·~1ücos en RMll de 
13c obt enidos ::i=a l a sanogeni:-i a A 

áto::io de carbono 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

Ó ( ppn ) 

35.5 

32 . 1 

68 .1 

41.4 

137.8 

124.9 

42.2 

137.8 

137.8 

52.9 

35.3 

28.4 

43.1 

56.6 

22.9 

45.1 

90.8 

12.7 

21.1 

47.8 

10. 3 

78.8 

33.1 

41.2 

29.0 

22.5 

22.7 

nul tiplicida d • 

t 

t 

d 

t 

s 

d 

t 

s 

s 

s 

d 

d 

s 

d 

t 

t 

s 

e 

e 

d 

e 

d 

t 

t 

d 

e 

e 

(•) s : singulete, d : doblete, t: triplete, e : cuarteto 

17 
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, . , o 
El plLnto de fu s ion de la mues tra ~Je se aislo fue de 180-181 y s~ 

gÚ.n el espectro de :na sas ( #18 ), presenta un iÓ:1 molecul ar M+ = 430 y un 

iÓn rt +1 = 30 . 2 '.~ , por lo t<l!1to el m'mero de áto.-ios de c ar bono , c alculado -

de acuerdo con la literatura . ( 18 l es: 

e= _29.d_ 
n 1.1 

27. 45 

E:s te resultado , puede confirmarse en el mismo espectro ya que el 

pico base es m/e 412 y su isótopo correspondiente m/e 413 tiene una in

tensidad relativa de 30% al considerar m/e 412 como 100%. 

Por lo consiguiente, el número de átomos de carbono del pico base 

puede calcularse eri l a misma forma: 

e = __ 3~º-=·-º-
n 1.1 

= 27.27 

E:l espectro de R.M.N. de 1H (100MHzl (#19), muestra cuatro proto

nes en 3.43, 3.94, y 4.4 ppm los cuales están unidos cada uno a un car

bono base de oxhidrilo. Además el espectro de RMN de 1H {60 MHz) 

muestra cuatro protones de oxhidrilos que se intercambian con agua deu

terada, indicando que en la molécula existeri cuatro grupos OH. 

La fÓrmula elemental para un iÓn molecul ar m/e 430 con 27 átomos 

de carbono y cuatro átomos de oxígeno, corresponde a c27H42o
4 

segÚn la 

literatura ( 21 l. 

E:ste compuesto diÓ un precipitado con digitonina, indicando que 

existe un oxhidrilo en 3~ 

E:l espectro I.R. (#20) muestr:'I una banda fina (m) en 3610 cm-1, 
-1 - 1 una banda anc ha (d) en 3450 cm y una banda (f) en 1050 cm , indi-

c ando l a presencia de alcoholes secundarios, ( 21 l. La reacción 

con ~cido f)eryÓdico f ue neg 3. tiva 1 i ndicando que no hay oxhidrilos vicina 

les. 



Una banda débi l y ancha en I . R. ( #21) en 1650 - 1660 cm-1, indic a 

l a prese,cia de dobl es enlaces t~i y tetrasustitu!dos, además se obser

vó una banda débil en 835, 850 cm-
1 

que corresponde también a trisust~ 
tuciÓn; estas insaturaciones se confirmaron por la reacción positiva de 

B con bromo en tetracloruro de carbono y porque en el espectro de R.M. 

N. de 
1

H C.'H9) se muestra un multiplete en 5.54 ppm que integra para 

u_n protón vinllico caracter!stico en el carbono 5 de un núcleo esteroi

dal. 

otras bandas que se observan en I R 

2960 (f) y 2870 (f) 

2925 (f) y 2845 (f) 

-1 en cm son: 

C-H de metilo 

C-H de metileno 

1450 (rn) ••••••••••• • ••••••••••••••••••• CH2 y CH3 
1435 Cm) ••••••••••••••••••••••••••••••• CH3-c=C~ 
1380 (m) ••••••••••• • ••••••••••••••••••• CH3 
1170 (d) y 1155 (d) •• •••••••••••••••••• -CH (CH3 l 2 
1000 (m), 985 (m), 925 (m) ••••••••••••• cicloalcanos 

725 (d) •••••••••••• • ••••••••••••••••••• 

El espectro de RMN de 1H ( 100 MHz) (if19) muestra una señal 

en 0. 8 ppm que integra para 6H y corresponde a los metilos de los carb2_ 

nos 26 y 27 en una cadena de colestano. Sn 1.04 ppn aparece una señal 

ryue integra par a 6H y corresponde a los metilos c 18 y c19• En 1. 65 ppm 

hay una señal que integra para 3H y corresponde al metilo c21 ; en 1. 62 

ppm se encuentra centrada una señal comple ja que integra para 22 pro

tones de meti lenos, metinos y oxhidrilos. La integración total del es

?eCtrO ae R:·1N ( 100 y 60 ::Hz ) corresponde a 42 protones, que están de 

acuerdo con l a fÓrroul a elenental encontrada por espectronetr!a de masas. 

:::1 espectro de lN ( J22 ) muestra una sola absorción en 209 nn co:-i 



- -- - ---- - -- ---- - - - - - --------------------

?O 

un coe:C5.ci e ,1 tc de '2::t:_ 1ciÓn nolar de: 11 883 lo cua l está de acuerdo con 

l a absorción ffile ?rese11 tan l os dobl es ecil aces aislados. 

En e l espectro de "'.lasas C:i18 ) se ohserva un iÓn molecular M+: '130 que 

pierde c14 unidades de nasa para dar m/e 316 , ta~bién se observa que el 

iÓn molecular pierde 18 unidades de :nasa para dar m/e 412 que es el pi

co base del espectro , és t a pérdida corresponde a una molécula de agua; 

este nuevo fragmento, a su vez pierde 114 unidades de masa para dar m/e 

298 " 113 para dar m/e 299 , estas pérdidas de 114 y otras que se obser

van a l o largo del espectro corresponden a la ruptura de la cadena late 

r a l c ompleta nás dos hidrógenos que se transfieren del núcleo a la cade 

na, indicando que l a cadena lateral tiene una masa de 112 unidades; es

ta fragmen tación es típica en esteroides con cadena lateral abierta.(22) 

Todas las fragmentaciones anteriores están confirmadas por los C2., 

rrespondientes netaestables que coinciden con los calculados y aparecen 

en el esquema de interpretación del espectro de masas (#18) como m•. 

El fragmento m/e 359 proviene del iÓn molecular por pérdida de 71 

unidades de masa, é s ta pérdida proviene de la fragmentación de la cade

na lateral por ruptura alÍlica a un doble enlace; esto indica que exis

te un doble enlace en c17- c20 de una cadena de colestano. La cadena la 

teral tiene la siguiente estructura: 

21 
23 

26 

25 

27 

la cual se confin:ia por la presencia del fragmento m/e 287 que corres

ponde a l a pérdida de 71 unidades de :nasa del fragmento m/e 358 (rup

tur'l a l. 



/12~b 8.5 o. 
71 

97 1 15 

57 43 
30 
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El fragmento m/e 358 pierde una molécula de agua para dar m/e 340 

que a su vez pierde 71 unidades de masa (ruptura a de la cadena lateral) 

para dar m/e 269 . 

El pico base m/e 412 pierde 87 unidades de masa que corresponden a 

la ruptura !:_ de la cadena lateral con transferencia de dos átomos de hi 

drÓgeno del núcleo a la cadena dando rn/e 325 que a su vez pierde una mo 

lécula de agua y dá n/e 307. 

La presencia de m/e 43,112,113 y 114 en el espectro de masas (#18) 

confirma la estructura de la cadena lateral propuesta. El pico base m/e 

412 pierde una molécula de agua para dar m/e 394 que también pierde 114 

unidades de masa dando ~/e 230. Esta fragmentación que también está con 

firnada por l a presencia de metaestables, r a tifica a su vez l a estructu 

ra de la cadena lateral. 

Los fragr~entos m/e 394, 298, 280, 340 y 358 pierden 15 unidades de 

masa que corresponden a la pérdida de un metilo, originando l os fragme!2_ 

tos n/e 379 ,23 3,265,325 y 343, que están apoyados por los correspondie!2. 

tes netaestables. 

El iÓn molecular ~/e 430, se fragmenta con pérdida de 72 unidades 

de masa para dar rn/e 358; esto corresponde a la pérdida del anillo A 

:mr ruptura de c1- c10 y c4- c5, que es característica de l a fragetent~ 

ciÓn de l os esteroides. Es te fragmento de 72 que se pierde «os i ndica 

·1lle en e l ;mi. ll.o A, ha:.>Í a 1.m solo o;.:hidrilo , el cua l y¿¡ se sa1, e s e si -



El f r ag:cient0 <Je 3~ 7 '.)ro·,ie·•e de l a ::iérdida de 113 wú dades ct.-, ma 

s0 del iÓn :nolecular ( 0érdida de la c adena l a t er a l con transferencia de 

un hidrógeno ), confi rnando a ~vez la estructura de la c adena lateral. 

~e habí a mencionado que el iÓn molecular pierde el anillo A (72 

unidades de masa) para dar m/ e 358 y éste a su vez pierde 71 unidades 

de masa (de la cadena lateral) dando en/e 287. Se observa que este frag

mento pierde tres moléculas de agua , de una en una, dando un fragmento 

de m/e 259 luego 25 1 y final:nente 233. La presencia de este Último fra.s, 
1 

mento está de acuerdo con la mm de -H, pues indica que los anillos B, 

e y D se pierden tres grupos OH en forma de moléculas de agua. 

El fragmento m/e 252 viene de la ruptura del anillo B e!"ltra c
9
-e

11 
y c

8
- c

14
• Esto indica '{Ue el doble enlace tetrasustitu!do no puede es

tar en c
8

- c
14 

pues no ocurriría esta fragmentación sino que se encuen

tra en el anillo B en c
8

- c
9

• Lo anterior se confirma por la presencia 

en el espectro del fragnento ~/e 178 que debe contener los anillos A y 

B con dos oxhidrilos y dos dobles enlaces. 

El fragmento m/e 154 que está presente e n el espectro, viene del 

iÓn molecular, por pérdida de 276 ~idades de nasa , correspondiendo a la 

ruptura del anillo B en los enlaces c
9

- c
10 

y c
7

- c
8

• Esto indica que el 

anillo B debe contener uno de los grupos oxhidrilo y l a Única posición 

en donde ;mecle haber un alcohol secundario es en c
7

• Lo anterior se pue 

de confirmar, porque :n/e 154 a su vez pierde 15 unidades de masa, que 

es el r.letilo angular c
19

, para dar m/e 139 el cual es uno de los fragme:: 

tos más i ntensos del espectro; m/e 154 pierde también una molécula de 

agua ( 13 unidades de masa) para dar m/e 136 (m• = 119.4). Este fragmento 

pierde a su vez 15 unidades de masa dando r1/e 121 el cual por pérdida de 

una molécula de agua origina m/e 103. La pérdida de dos moléculas de agua 

del fragnento m/e 154 confirma que en los anillos A y B, existen dos g~ 

pos OH. 



HO 

,C 

2.22 

b ..a. 

23 

f 
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El fragmento m/e 121 pierde 26 unidades de masa dando m/e 95. El 

fragmento m/e 154 por pérdida de 73 unidades que co=esponde a la rup~ 

ra del anillo A en l a s ligaduras c 1- c 10 y c 4- c 5 con transferencia de 

un hidrógeno al anillo, origina m/e 81. La fragmentación que dá origen 

a m/e 81, m/e 95 y la existencia de m/e 139, confirman la posición del 

oxhidrilo en c 7• 

Para fi j ar la posición del otro de los oxhidrilos de la molécula, 

se observa en el espectro la existencia del fragmento m/e 175, el cual 

está de acuerdo con la literatura ( 16 ) y proviene de la ruptura del an!_ 

llo e en las ligaduras c12- c13 y c8- c14' dando un fragmento inestable 

de m/e 208 que rápidamente pierde un metilo y una molécula de agua. Esto 

indica que uno de los oxhidrilos se encuentra en el anillo D ya que es

tán ausentes en la cadena lateral. 

El fragmento m/e 175 pierde a su vez 67 unidades de masa para dar 

origen a m/e 108 el cual a su vez pierde 67 unidades de masa originando 

m/e 41, esta secuencia de fragmentación solo es posible si m/e 108 tie

ne la siguiente estructura: 

"E ( 

:D 
H 

+ 

con doble enlace en c15- c
16

• La pérdida de 67 unidades de masa de m/e 

175, está confirmada por la presencia del correspondiente metaestable 

en 66.5 (n • c alculado 66.6). La subsecuente fragmentación de m/e 175 co~ 

firr.ia su estructura y por lo tanto la posición del oxhidrilo en 16, ya 

se encuentra presente el fragmento m/e "18 ·111e corresponde a la pérdida 

de 57 uni <ladcs de masa de m/e 175. Ade.-nás, r.1/e ] 75 pierde 71 unidades de 



::ia s a ( ru~·tura c22- c23 J originando m/e 104 que se encuentra presente en 

el espectro y ta;Tlbién origina l os f r agr.ientos m/e 119 y m/e 105 '{lle corres 

ponde."l a las ruptura s 3 y !:, respectivamente con transferencia de un hi

drógeno de l a cadena al núcleo. 

Otra fragmentaci ón de m/e 175, es l a pérdida de 42 tL'1idades de r.t~ 

sa :¡ue corresponde a la ruptura f de l a cadena lateral con transferencia·· 

de un átomo de hidrógeno hacia el anillo D. Esta fragr.ientaciÓn origina 

r../e 133 y confirr.1a la prcse;1cia del isopropilo el cual también se obser 

va por l a presencia de m/e 43 en el espectro de masas. 

El fragmento r.t/e 175 pierde 84 tmidades de masa que corresponden 

a la ruptura _t de la cadena l ater al con transferencia de un átomo de hi 

drÓgeno de esta al núcleo, originando m/e 91. 

Con todas esta s fragr.ientaciones, que confirma la estructura de m/e 

175, se r a tifica a su vez l a posición de l ox:lidrilo en c
16

• 

Por lo que se ha discutido hasta ahor a , sobre el espectro de ::ia

sas de l a sapogenina B, el cuarto oxhidrilo, de la molécula debe estar 

en el <L"lillo e, en e l cual existen dos !XJSi~les !XJSiciones par a un aleo 

hol secundario: c
11

y c
12

• 

E:l fragmento m/e 208 , se puede formar por la ruptura e del ariillo 

e perdiendo una molécula de agua para dar origen a m/e 190, este fragme::;_ 

to contiene e l anillo D y la c ade:<a l ateral . Un fragmento de la mi sma m~ 

sa m/e 208 se origina por la pérdi da de 14 unidades de masa de m/e 222. 

Este nuevo f rag:;:ento m/e 208 contiene los anillos A,B y parte del anillo 

C y puede perder dos moléculas de agua para dar m/e 172 que se encuentra 

present e en el espectro y que se confir:na por su correspondiente metae!. 

table 142. 2 Cm• calcul ado 142 . 2). Esto i ndica que el cuarto oxhidrilo se 

encuentra en e l carbono 11. 



Además el iÓn molecular se fragmenta por las ligaduras c
9

- c
10 

y 
c7- CS originando m/e 293 al perder 137 unidades de masa. Este fragmen

to pierde a su vez 54 unidades de ma s a que corresponde a una ruptura 

c11- c
12 

y CS- c14 , or iginando un fragmento m/e 239 que se encuentra en 

el e spectro; lo anteri or confirna l a posición del oxhidrilo en 11. 

De acuerdo con los espectros discutidos, se propone la siguiente 

estructura para B: 

HO 

s S(9l 17(20) e 
6 ' ' - co l esta trien - 3 f3 , 7 1 , 11 ~ , 16 ~ - te traol 

La asignación de los despl azamientos de los carbonos en RMN de 13c 
(espectro #23) de l a sapogenina B, se hizo en forma similar a la sapog~ 

nina A. 

Con l a informac ión de las multiplicidades obtenidas del espectro 

de desacoplamient o C-H y los valores de los desplaz~~ientos en ppm del 
1 es?ectro de B sin desaco plamient o de H, se hicier on correl aciones con 

:':lodelos l o riás adecui.'.dos t)()Sibles de esteroides con referencia a TMS 

( 23, 24, 2.5 , 26, 28). Los v~lores que resultan de l a asignación , son 

r e ::t l i:1e:i te :!nro:(in~dos Y'':'t.. ~te no existen r.todelos exactame nte del riismo 

ti '.)o i nfor n:dos e:: l ' :!.itera t ur':! de 
13c. 
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ESQUDIA DE f"RA~ENTACION DE: SAP~r ~NINA B 

EN E:SPECTRCM!!TRIA DE MASAS -

m•: '252.2 
( 't52.1) 

• 325 

-114 (217') 
316 i 

\ 

-1 (3n.t) -18 m~. tl9.t 

-1 • 
m•: 2.1 m::'21S5 

/

''"º 298 """ 1-3:~'\ 307 
-18 e ,i' -15~ 

283 379 

~ 280 - """ 7 412 -n •340 

265 

27 

~269 

-lS .. 325 
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Des¡::>l aza:üe:i tos Quf•ni co s e_ ~ _í~~. de 
13c ob ten id_S!_s_ par "! l a . ::; a :)oge:üna 1 

At o::io de c a r !)ono Ó <r p::i l nultiplicid ad • 
--· ~ --------------

40 , 1 t 

?. 32 , 4 t 

3 57, ') d 

4 42,0 t 

5 138,0 s 

6 125 , 2 d 

7 80, 9 d 

8 138,1 s 

9 138 , 1 s 

10 50.4 s 

11 80,7 d 

1 2 31. ') t 

-;3 42 , 8 s 

14 56,4 d 

15 31, ') t 

16 75, 6 d 

17 136,0 s 

18 14 , 4 e 

19 16, 4 e 

20 109,6 s 

21 27,1 e 

22 39,8 t 

23 23,7 t 

24 42,4 t 

25 28,8 d 

26 25,') e 

27 25, 8 e 

• s: singulete, d: doblete, t: tri:'1ete, c:cuarteto 
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l. La a~reviatura ccf significa cromat ogr afí a en c apa f ina , la cual se 

hizo siempre en gel de sÍlice tipo 50 de 1.;=ck o en gel de sílice 

GF-254 tipo 60 de Merck. 

2. En ccp o sea cromatografía en capa prepara tiva se utilizó gel de 

sílice GF-254 , con espesor de 2 :nm. 

3. En l as columna s de cromatografía empleadas para todas l as separa

ciones, l a pr oporción de muestra a sílice fué de l:lOO. 

4. En croMat ograf Í a en colur:ma, en todos los c as o se utili zó ~el de 

sh ice tipo 60 de i-lerck (0.063-0. 2 f'lffi ). 

5. Se utili zaron c omo reveladores, mientras no se indique lo contrar i o , 

áci do sulfúrico 5!! o sul f ato cérico. 

6 . Los va l or es descritos para l os Rf, están multiplicados por e l factor 

7. 

8 . 

100, d~ acuerdo con l a definición de Stahl (29). 

Las i ni c i ales CGL significan cromatografía de gas-líquido. 

Los espectros de m, RMN de 1 
!-!, RMN 13 

de e y masas fueron corridos 

~~ e l Instituto Politéctino Federal de Zurich, Suiza pa r a l as sapo

genir1as .\ y B. Todos los demás e s pectros fueron reali zados en l a Dl_ 

visión de i=:studios Superiores de la Facultad de QuÍ r.iica de l a UHAM , 

i ncluyendo los traba ·ios de cro;natogr af! a de gases. 

9 . En l os e spectros de IR , l as abr evia t ur as que se util izan son : ( f ); 

fuerte , ( ~ ): mediana , (d): débil. 

10 . Lo o. espectros de Rl-llJ de 1H s e corrier on utiliz<md o tri netil silano 

( Ti '.3 ) c o:no ref erw1c i'l externa. 

1.1. ::,o::; es::oectros de R! 'N de 13c se c orri er on utili znndo TJ-i.'3 co1~0 referen 

c i a i nter ;ia . 

1 2 . 7odas l as evaporaci ones, i ncluyendo las "IUe -s e llevaron hcis t a seque

dad s e ' lic i eron en r ot avapor. 

13 . Los 'JUn t os de fu s i ón f ueron tomados e;-i un apar ato de Fisher-Jones , . 

~~ ~ncuentran s i n cor.:-ecciÓn . 

---- ---- ----- ---·----- ------
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Aisl t'.'.lie:ito ·· '.")1 .trific'.lc iÓn de l as 5,"909eni:J2._S~ 

LJ. e~: tracciÓn y sep.:iraciÓn de l a.s dos s .J.'."'ogeninas se hizo utilizél!:l. 

do dos ;:ir ocedb1ientos (diagr ama I y diagrama I I), debido al hecho de que 

a l re:lli z,rr el priCler :orocedir:tiento usando hexano como disolvente de ex

tracción '3e e xtra jeron compuestos '7lenos ¡mlares los cuales interfirieron 

en 1:1 se:-ilr aciÓn y purificación de las saoogeni:-i3s A y B, 

~l ?rocedimiento II es una modificación del I con la venta j a de 

-:¡ue l a se?araciÓn de las dos sapogeninas fué más eficiente. 

PRCC::::DD·'.F:J:TO I (diagr ama I) (Diosgenina , Cal i bagenina , Sapogeninas A. y B) 

2 k!.los de rizoma de Calibanus hookeri, previamente molidos y sec~ 

dos a l a inte·1!>eri e y luego en estufa, se exta jeron a reflujo con hexano 

durante 55 '1 , Después de fil t r ar e-. frfo, se obtuvo un residuo el cual 

se seco ( 1930 g) y se hidrolizÓ por partes, empleando 700 ml de ácido 

clorhÍdri co concentrado en 7 1 de agua (nor c ada 1000 g) y calentando a 

reflu j o durante 18 h, 

~l producto de reacción se filtró, desechando la solución, El resi 

duo sólido resultante , se neutralizÓ agi tando con bicarbonato de sodio 

al 5 ~~ . se filtró y s e l avó con agua destilada hasta pll 7; se secó y se 

extra jo ::i reflujo con hexano, 

31 filtrado hexánico se evaporó en rotavapor y el extracto crudo 

de color ro j izo y aspecto c hicloso pesó 19, 5 g, 

Se hizo ccf usando sister:ias eluyentes de diferente polaridad, en

contrándose que en benceno-acetato de etilo (60:40), se observaron el 
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-~,.-:i.yo -::: nÚ.'"7lero de :n.:inch3.s rnás o ·nenos defi~i dns al revelar. Se montó 

w1u c olu'.1ni1 en e l r-•. i.sT.o r:-.edio '¡" se u·.)l i c ar cn 19 q del extracto crudo; 

se colect.>r on 104 fracc io:.es de 150 r.ü C·>d-'I una. 

Cn las fracciones 10 a la 12, por compar ación con patrones, se 

verificó la presencia de diosgenina. Se llevaron a sequedad estas 

fracc iones y pesaron 616 mg . Por recrista lizaciones sucesivas de 

~etanol , metanol-hexano y netanol-clorofo~o s e obt uvieron 220 mg 

de crist ales bl ancos de ?f 204° . Por comparación con una muestra au

téntica en ccf en diferentes medios eluyentes y utilizando métodos 

espectroscópicos s e identificó como diosgenina , (espectro ale masas 

;F1 , "!Zp.!!C'::ro IR in ). También se identificó por cromatografía de gas-1.!_ 

quido, (cromatograma #3). 

De las fracciones 23 a l a 29 , cristalizó de :~etanol un compuesto 

amarillo. Por recristalizaciones sucesivas de netanol, metanol-agua, 

metanol-hexano y metanol-acetona se obtuvieron 1.273 g de cristales 

bl ancos de punto de fusión 191-192° . Por comparación de Rf en ccf 

y de sus propiedades espectroscópic as ( 4 ) con muestra auténtica se 

identificó como calibagenina, (espectro de Rl1N de 
1

H #14 y espectro 

IR iF15). Utilizando cromatografía de gas-líquido con el método de re

ferenc ia externa t ambién se comprobÓ la presencia de calibagenina, 

(cromatograma #6). 

La s fracciones 41 a la 57, pr esentaron en ccf una mancha princ.!, 

pal de color ladrillo al revelar después de r eunir, secar y pesar, qu~ 

dÓ un residuo de 2.7 g de color café-ro j izo y apariencia cerosa • 

.3e pr obaron diferentes sistenas eluyentes en ccf y en hexano-ace 

tato de etilo (30:70) se obtuvo la mejor r esolución • 

.3e montó una colU!Cl."la en el mismo nedi o eluyente y se colectaron 
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20 9 7 fracciones de 10 ~i cada una. Las fracciones donde s e observó 

en ccf,la mancha principal, se reunieron y se obtuvo después de se

car 1.012 g de un producto crudo de color amarillo y apariencia ce-

rosa. 

Al cristalizar de disolventes puros y mezclas de clorof ormo- he

xa.no , aceta to de e tilo-hexano, metanol-hexano, acetona-hexano y al 

control ar e :-i ccf, se observó que siempre permanecían algunas i rcpure

zas y en diferentes medios eluyentes la mancha principal aparecía 

alargada a l r evelar, lo cual indicaba que podría tratarse de una 

mezcla. Consecuente:>1e:1te se buscaron otros medios eluyentes en ccf 

y en el sistema n-butanol-benceno-cloroformo (20:30:80) se observa

ron dos manc has de color ladrillo con Rf de 42 y 51, se montó una 

colwnna usando el mismo medio y se colectaron 1330 fracciones de 40 

gotas c ada una . La separación en esta forma no fue eficiente, puesto 

que muchas fracciones contenían la mezcla de las dos sapogeninas im

pura s (39 5 mg ) y 28 6 fracciones la sapogenina B impura (202 mgl. 

De nuevo se ensayaron otros eluyentes en ccf con el fin de obtener 

una me jor separación; en el sistema n-butanol-cloroformo-hexano 

(20: 80: 20 ) se encontra r on que los Rf par a l a mezcla de las dos sapoge

ni :-ias eran de 63 y 51 . Se montó una columna c on el medio eluyente an 

t erior y s e colectar on 540 fracciones de 20 gotas c ada una . Las frac

ciones que conten! an c ada una de l as sapogeninas separadas, se r eunieron 

y se evaporaron a sequedad . 

La :.>urificaciÓn de cada U".la de estas sustancias se hi zo por re

cristalizaciones sucesivas de hexano , cloroformo-hexane , ''cetato de 
e tilo-hexano , metanol -hexano y metanol benceno. Ademá s se usó crona -

tograff a en capa pre~arativa , corrida 6 veces en he xano- aceta t o de eti

lo ( 50: 50) y 0or sepa r ado 4 veces en acetona -clorofor::io ( 30: 80 ) • 

.Je 0 '11:'.1v ... eron 39 .ng de S'l?ogeni na A, en for:'la de r elvo bl anco con 
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' f l)-·- 2.. t)
0 

.. 300 . 10 de:~ 1·~·09 ~:--.i.--:l. ., t:·1'Jié·1 CO'lO ?Ol vo bl a nc o con Pf 

l ~0 - l .• _-, • 

. "'· ~q rl.c '11 :.:-1t·:l .10:!.. i d.;1 y sP.Cn .q l a i!'l te-n~eri e y l uego en estufa, 

:;e c:-:tr ·1 · r?r o:1 .:i r eflu ~a co:: hexu.no , e ;.:hausti ~.ra;-:i en te ha sta agota:niento 

control il:1dc1 po!C· ccf , se f!.l crÓ en c alien te, o>teniéndose una solución 

( S) ' ' :u t-esiduo ( :< ) '!lle se secó y pesó 2700 g . 

so:., oc ro:! e .:; l 

3ste fi l trado eva!)Orado y seco a l vacl o ~esÓ 122 g , s e di solvió 

en l ·"l :nÍ ni nil ca-.tidad de c lorofor.10 e n co.liente se prec i9i tó con meta 

nol ~, se e:-,fr iÓ c on hielo. Después de filtrar, se obtuvo un sólido 

a:'.larillo deno·únado residuo (C) de a s oecto ceroso y una solución (N): 

Residuo (C) (n - Hept ac o s ano ) 

;Jesriués de llevar ·:J. s er¡uedad pesó 31 g, se montó una columna utili 

zando c lor ofo=o c omo eluyente; en l as f racciones 1 a la 7 al controlar 

en ccf y revelar con ácido fosf omolÍbdico (10% en metanol) , se observaron 

tres :'.lanchas s iendo de color azul la principal de ell a s . Sstas fraccio 

nes se reun ieron, se secaron <11 vacío y pesaron 608 mg; se r:ion tÓ una co 

lu'11!1a usando como eluyente he;:a:10-clor oformo (40 :60). 3e colectaron 411 

fracciones, de 2 ml cada una , e.< las fracciones 127 a l o. 260 se aisló el 

conpuesto que al revelar diÓ color a zul. Después de recristalizaciones 

sucesivas en metanol - acetona y metanol-cloroformo, se obtuvieron 41 mg, 

de un rolvo blanc o de Pf 56°. Se corrieron los espectros de masas (es

pectro :n ), IR (espectro #8) y RM!l 1H (60 MHz ) (espectro ii9 ). 

Soluciór. {N) . (Colesterol y p-si tosterol) 

81 filtrado s e evaporó y se llevó a sequedad al vac!o quedando un 

residuo ro jo de aspecto aceitoso; por :7tedio de cristalizaciones fracci~ 

nadas en cloroformo"T:letanol se obtuvieron 1.02 g de agu jas a'!larillas que 

por recristalizaciones sucesiva s en ac e tona-metano! y me t anol se recup~ 

r:iron f i na l r:1e.rite 738 :;ig de agu i O'ls 0l anc a s de Pf 1 30-132°. 
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En diferentes medios eluyentes se compararon los Rf con patrones 

de colesterol y p-sitosterol; utilizando cr~matografÍa de gas-llqui

do se comprobÓ la presencia de u.~a mezcla de estos dos esteroles (cro

ma tograma # 10), ( 30). 

RESIDUO~ 

Se hidrolizÓ por partes, en forma similar al procedimiento I , la 

mezcla de reacción se enfrió, se filtró y se obtuvo u.~ residuo Q y un3 

solución ácida f. que contenía los azÚcares de las saponinas, 

Solución fil (Azúcares) 

Se tomó una al1cuota de 150 ml, se neutralizÓ con bicarbonato de 

sodio al 10 %, se decoloró con carbÓn activado y después de fil trar se 

concentró en el rotavapor aproximadamente hasta l a mitad; a continua

ción se hicieron precipitaciones sucesivas de material inorgánico usando 

meta~ol,se filtró y se concentró en rotavapor hasta obtener un residuo 

de as:>eCtO viscoso. 

Esta mezcla de azúcares se comparó en ccf con ;:iatrones de gl uc oso. , 

gal actosa, fructosa, arabinosa, ribosa, ramnosa y sorbosa. Se utilizÓ 

gel de sílice tipo 60 de Merck: impregnada con ácido bÓrico 0.02 M,co

no eluyente: n- butanol-ácido acético-agua ( 40: 10:10) y como r evelador á 

cido sulfúrico-anisaldehido. 

:>e e:npleÓ cror.iatogr -'lfÍ :i. de gas-lÍquido para l a i dentificuciÓn , 

(croma tograrna ·<¿ 11 ) 

ResidU(• (O) ( Sanogeninas A y B) 

.3e neutral i zó 0.g i tarido c o:1 hic <J. r '.Jonat o de s odi o al 5 :~ , se fil 



35 

tré \· l 1•rÓ co~ -: -::i011 ·1 d~stil2.d :1 ~ast2 -:i !I -; , ;,~ seco v se ~ :(tr a i o con aceta 

to de '=''.:iln e :·:~~c.ustiv ·u .1ente 1 reflu io hoi sta 1Ue por co 1trol en ccf la 

~:mc:n de color ladrillo 1Ue corres;)ond.Li. a l d 1ezcl oi rle sapogeninas A 

y 3 desa '.i3.reciÓ. 

~e f iltró y se evaporó a se·-¡uedad, obteniéndose un polvo de color 

ro jo obscuro que pesó 155 g . 

Con el fÍn de eliminar lJ. r:iayor cantidad de sus t ancias :nenos pol~ 

res 1'1"' L ts sapogeninas A y 3, las cuL1 les son muy solubles en metanol, 

se agitaron sucesiv<nente 150 g del polvo rojo con meb:mol f río , deiaT\do 

l uego en reJOso . C:ste proceso se re¡JitiÓ hast a r¡ue no se o':lservÓ forna

ciÓn de ?recipitado, se filtró, se secó y pesó dando G. 2 g. Por compar~ 

ciÓn con solución del polvo r o j o obscuro en ccf usando como eluyente 

benceno- aceta to de etilo (60: 40 ) se observó que realmente se elir:tinaban 

casi todas l as sustancias menos polares que la calibagenina , la cual se 

tomó como pu.Tl t o de r eferenci a. 

El filtrado de color ro jo , libr e as í de gran parte de sustancias 

inter ferentes , se evaporó a seiUedad obteniéndose 113 g de un polvo de 

color r o_io . 

20 g del anteri or, se anlicaron a wia columna utilizando n - butanol

clorofonr:o-hexano (20 :80:20) c ono eluyente. Se obtuvieron 70 fracc iones 

de apr oximadamente 200 ml cada una. 

Las fracciones 23 a 64 contenían la mezcla de sapogeninas A y B 

las cuales se reunieron y despué s de l levar a sequedad al vacío pesaron 

4 .51 g, se disolvieron en la mÍnima cantidad de cloroformo y se precip!, 

tó con hexano caliente, de esta forma se eliminó parte de la coloración 

ro j a e :1 fo=a de wi "chicle" :¡ue se pegaba a las ;:iaredes del matráz. 

Gl fi l trace o'Jt enido en caliente se llevó i'I sequedad y se cristalizÓ 

suc0si·1ac1cnte de netanol-he:-:a:-io . 
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Se recuperó l.L'1 polvo a'llarillo que pesó 1. 62 g, se aplicó ari una 

columna y de nuevo se utilizÓ como sistema eluyente n- butanok:lorofoE_ 

:no-hexano (20:80:20) ; se colectaron 82 fracciones de 20 ml cada 1.ma. 

Las fracciones 10 a 23 contenían sapogenina A en mayor propor

ción por control en ccf, las fracciones 24 a 32 resultaron ser una me z

cla de l as sapogenina s A y B y las fracciones 33 a 77 contenían s apoge

nina B. 

La ?urificaciÓn de cada u.ria de las sapogeninas se hizo por recri~ 

talizaciones sucesivas en los mismos sistemas de disolventes utilizandos 

en el procedimiento r. En forma similar, se utilizÓ cromatografía en 

placa !'.)reparativa y ade~1ás filtraciones en columna usando acetato de eti 

lo y acetona por separado. Se obtuvieron 21 mg de sapogenina A y 112 mg 

de sapogenina B, de Pf 159-160° y 180-181° respectiva'llente . Se comprobÓ 

l a pureza de las sapogeninas A y B por cromatografía de gas-líquido (ero 

matograma 176 ) y se corrieron los espectros de: 

sapogenina A: masas (espectro if 12) 

IR (espectros H 13 y # 16 ) 

RHH de '°H (100 MHz) (espectro # 14) 

Rl lB de 
13c (25. 2 MHz) (espectro !i 15) 

UV (espectro iF 17) 
13 

y los espectros de RMIJ de e de desacoplamientos C-H. 

sapogeni na l3 : masas (espectro ;F 18) 

PJ·íII d~ 1
H (100 MHz) (es;:>ec tro i,' 19 ) 

IR (espectros it 20 y # 21 ) 

UV (espectro # 22) 

RNN de 13c (25. 2 MHz) (espectro 1-; 23) 

y l os espec tros de ?J·il! de 1H (60 MHz) y de desacoplamientos C- H en PJllJ 

de 
13c . 
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