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cCAaPI?ULO X
EISTORIA X DOOCHTANCIA IR SAROWINAS Y SAPOGENIRRS



X1 téruinc saponiom (del lat{n saponis-jabdén) se ewple$ por primers ves
en IAI1 por Puchlon (I).

Se doeigmn con eaté nomdre o las sustancias amorfes que sl agitarse, en
solnciones acuosana, dan abundante eopuma,

las saponimmse contiensn: C, H, O, rarae veces, H, 5, P, se oncuentran -
axpliaments dietribuldas en plantas suporiorss y en cerca de 120 familiae: A-
pocymceas, Dicacoremcess, Lilincans, Serophulariscesse, Recallacess, Amarilida
ceas y otran (2).

Antsriorments eo umban eutas saponinss pare atamantar o loe peces on -
los ron y as{ faciittar su pe-ca, o taadién como dotergontee.

- Algumae saponinas tionsa noctbn heeol{tica mientree que otrms estfn deg
proviatas dn olla,

Esta propindad ee inportants y es utiliea mara su clasificacifn. las @
ponime acn gluclaldos qus al hidrolimarlos, con cidoe sicamles, producen -
um sustancin dancniméa aglucln y roston de monoeacdridos como: rimmmssa, -
glocoen, arabinos, galnctosa otc.

Exioten divercos tipos de aglucbn; tales camo triterpence y esteroidese
Bn ol grupo 4o lan saponinma satoroldales tencmos funiasontalmento dos tipoe-
de agluoonsa: lae sapogeninms y los agluconss cardiaces,

Dorants muchos afloe se creoy$ que solassnte los agluconss de los glund -
eidoa cardiacos tenian ol nfolec del cialopontanofemantrens pero en los Glti-
mos afios gs ha comprotado qua las clfaicas eaponinae de 1o streaparrilla tas-
b4én 10 possen (3), Oon ceta bmce se extecdieron estos comocimiantos a otras-
plantas del grupo,

La fnica diforencia entre las saponinss obtenidas de plantas de activi-

d4ad cardf{aca, as 1a de porecr arihidrilos terciarios,
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las saponinis s encusntran distriduidne en todas las partes del vege -
tal, *u contenido var{a de unn eapscie a otra.Afarontemente existe unk rela -
cifn dloprnkticn entre 1a produccién de sa-oninns de ura planta con su edad,

Como conclu={8n de sus extonwos entudios en Adlversan especies Marker ha
enitido Ia hiphtanin de qua bay uma relacién entre el nfwaro de Ltomon de oxi
gono presents en las maposoninmme y 1n edad do la planta de donde proviens; a-
nedida qua la planta snvejteos disninmuir{a el nfimero de £tcnion da ox{genc y se
satarmr{a oventunlnente su dodle enlaca,

la inporiancia que en la actunlidad hn aleanwado el estudio de lae sa -
ponimae sstarcidales, ec sor In mtoria prim inicial en la sfntenis de mme-
rosos estoroideo, dn gran aclividad fistolSgicn tales cozo: las hormonas no -
xoaleon, tasculinan ¥y fameninae, las hormoona corticales, ote.

Dedlcanne unh parte do suostm icvestigacibn a unn sapogenina llamado -
hecogenim,

1a hwcorenimm proviens de la hidrfllels dn extractos do plantas del gé-
nero Agnve, Fuf descudlorta on la fHotchin Tezoosis, on suy pequefia cantidad,-

Bn la fnica eapogenina qus poses un grupo cotbnico en o) cardbbn 12, y -
por esta propiedad m atdo utilieads mm 1a efntealo parcial de ums hormoms-
aortical dencaimada o) ccosmpusato B do Xondall o cortinoma,

la lsportancia mfdica que tiene cota hormoma es su aplicacifn en tera -
Pia reumtoids, emfermadad do Addison y en otrea ruchas enferwedades. {4)

1a cortisomn nlatstica, fus obtenida por primera ves en los Retados U -
nides por Sarett (I948) & partir dol doldo descxicllico., Dicha fusnts ere un-
abasto inmuficients,

En Mé&xico los laboratorios Syntex, S. A, fueron loe primoros en elado -
rar mitodos para 1a conversién do hacogenima en cortinoma (5, 6, 7).

1 4c1do desoxicblico son oxfgeno en el carbén 12 era la materis prima-
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inicial para odteper la cortisom. la hecogenina qus tamdbidn posee oxfgenc en
vl carda 12 podria sustitulr al &eido descxicélico, ym que por provenir de -
fosatos vegetalee, tales como ol agave, se podria oblenar an cantidades muv -
grandse,

Rste tradajo tieny aome principal objetivo el desarrollo de mizronéto -
dos pare 1la d-unlgsclbn coantitativa de eapsninms (esavonina de diosgenina)-
y sapogenima (hacogenioe 7 tigogenion) en diforentes plantas,

Bl intarés en desarrollar estos nftolos micronmal{ticos mdica en

1) la posibilidad de sotuller nuswne plantan detominando st contenido-
ed saponimie y wapogunimes,

2) Bl amflislc cumntitativo ¢o lne saponirns elisinn la necneidad de 1In
Ndrdlteln deida nocasaria on ol cuanteo do 1a mapogonim que en perjudicianle
o que ae destruyen algunas sapogeilimas on oste paso (deahidmmtacién da la -
d1oegenima) jeraitienio ndemdin corpletar o) anfliain on tiempos =de cortos,

1) Permitir el ontullc compamdo dol contonido de andan austancian: ea-
peniman y eapogeninzaa on lae plantae 4o interda,

Por ol hacho de eor micrcnétodos, requicren nolamonte cantidades muy -
paquefias do matarial botdrico, permitiendo por lo tanto ol entudio del conte-
nldo 4e estas mustancias en plantac JSvenas, afn de pesos muy reducidos, ¥y -
poder eemuir de osta forwn sl contanido de saponina en relncifn con 1a edad -
4o 1a planta,



cCaPlTULO I
PART EKXPRRAIRMNIAL.
I/a Parte Saponins da Diongenim,
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5n 1a primerm parte de eate capftulo ss tratan loe rigulentes puntons.
1) Obtencibn y purificacibn de la saponina de la dlosgenima,
2) Propledadss,

a) Constantes f{nicas.
b) Conatanten nufsicas.
¢) Curvas de sulfMirtco.
d) Hidrélinte.

1} Couparacifn con saponime de dlcogeninm obtenidas por otros imvea-
tigndores,

L) Deoarrollo dol micrométodo amlitico.

a} Separacibn: croomtograf{a en papel.
b) Cuanteo, pedisnte forwmcién ds un cromfgeno al remcclooar 1a
saponim con el £ctdo sulfhrico.

1) la odtaraibn de lne naponioas on estado puro os una operacién extre
madsments 417{cil por el hocho do qua aetas sustancian son adcorbentes wmuy -
endrgicos y retionnn las rustancias =fc variadas,

Kl nétodo utilisado jara la ox'raccién do 1a saponima ds la diosgenima
fud o) siguiente:

1° Tratamianto con alcohol st{lico (95°) a edullictén.

2° Piltracibn en caliente,

3* Concantracifn del filtrado y adicifn de eter gul férico para la pre-
olpitacifn da la aaponim,

Dede tonerse on cuanta 1a parte del vegetnl qus se va & extraer: si ee
obtions de miceés o [artes secas, oo pulvorisas y e extrae rogfn ol mtodo -
anterior. 51 la caponina proviens de partes Jugosas 80 reund el Jugo ¥y e 3w
greg cal apasmda, ne agita, se deja reposar uma noche, doepuds 30 filtre ¥

ol precipitado ne seca, se pulverisa, y se extrae la saponim por el witodo
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dsecrito anten,

1) Ratraccién de 1a saponine do mices de dloscorea.

Clen greace ds rmis seos pulverirada se extmon 7 veces con etanol a re-
Najo, usmals S00 Bl. In prinera ver y J00ml. loa wnis sigulentes. Cada extyac
e¢tbn dura I hora,

21 volussn total ds etanol wmplendo o8 40 2 a“) 1itros.Todos los filtra-

doe ae reunsn y flomlmante e¢ cozventma n sequedad, obtenléhdoss de extracto -~

ssco 16 g,
Murifioacién de 1a saponima.-

Cinco grancs 4el aztmcto quos contlienen 1la saponioa, obtenida por el mé-
todo antericr, an digualven on 100ml, do metanol, &l que oe lo agregan 500 mg.
4o aléaion sin lavar y 200 ng, 40 cArdén nctivo, se calienta dumnte I0 mimu -
toa, s Gola cufriar y fimmloonte so filtm,

A continmetibn as afectun in concentracibn del 1{quido a un volumen de -
10 nl., , enseguidn o precipizm con 500 ml. de eter y ao filtmm al vaclo, od -
tenténdoce despuls do taderco socado el preciryitado, une sustancia con lac si-
guisntes prepicdadon:

Peso dal precipitado = 4,135 g.

2) Proplodades:

Golor: ®lanco

Soluble on matancl, poco tcludble en cloroformo ¥y on agma, insoludle en -

eter,

P.?, = 205°. 207* C,

‘.‘)D - - 84,2) en metancl

Pare 1a tdentificacibn de esta saponima so le hiso ru espectro de adror-
016n oon doldo sulfhrico (A), en el Rapectrofotfmetro de Seckman D, U,, baclien

do las lectume en el ultravioleta deede 220-350mv ¥ on el .vhmo de 150 -
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600, 4 'l‘. 1.

Por hiarblisls £cida de 1n saponinn ae obtienn 13,36 % on peso de dion-

genion K1 espeatro de abeoreifn de eate savogenim, Pilg, 11, tisne mfximon -

diferentos A la afdponioa,

e anbns curvas se pusdon onlculsr los datoa do Log. E. lot cunlen non-

4an le Alferencis clam qua mxieto on dlcbna curvan, Tales datom re encuen

tran ol cundro 41,

CUADROE]

AFOYITA SAPOGENTHA

fmx, ¥ log, ¥ A mx, v Lo, &
hntn, & =in. ) ;
(nin) N5 A { atn ) 225 1,56
{enx) 270 b b { pax } 750 ".57
(ein) 300 L5 ( atn ) 260 1,52 |
(wax) 3125 4,59 ( mx ) 125 .72
(’én) V70 1.79 { min ) 163 .66
(mmx) 612 b2 ( mx ) b12 . b,IS

Bl P, K, da 1a saponina ae calculn de 1a atpuianta manem: 100 g, do aa-

ponina dam 71,3} g. de¢ dicsgonina. Un nol de diosgenisn sord dada vor 1020 de -

sapooim,

L
El X y o1 Log., X ae calcula por lar ¢4raulas abajo descritas,

Yansidad Optiea X pomo molecular de 1a suntancia

S e L L T e D

Concentracifén do 1a suntanctia T Longitud de la celdilla

-
R = Extincidn molecular,

Extincifn molacular aa la adgorcibn que tendrd una mol g. del netaroide

o8 un litro de solventla,
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1) Tradejos Anteriores de Narker, Taukamoto, Russell {9, 10, 11, 12, 1),
dascriben nunerosas maponinme dorisndas do 1a 4diosgenimm, & las ous dleron -

nonhres sepaciales v cuyme conatantes se ancusntman en ol emdro 4 2,
Eetos e udlos bAn servidn pam hacer um compamcibn con In maponina -

de dloegeniomm obtentida paor nosotros,

Ein erte tmMajo o ancontrd qua, por hidrblicis,ln nnponina 416 dlonrm -
nim, Yo a0 T fado wN deelgoactifin & cata eaponinn; asl miemo no me ha demos-

trado ol -fmere do aruarer que 1a azommfan,

Ridrbliata

HAroatm Mtontdn go r.?. (~} Saporanina-infioares

;o Triltltm Tetyitan Veeotan It RSN -107 | Diosgonina - Slucomn
Trillartion Teititun Rprectun T3¢, Doagentimm - 2 Oluconn
Dloecine Slossnrea Teraro anasg, -9% 2Hosgenina ~ fhannora

LT A R
Sapoaina de

Diosgunting Diasenren mexicana| 20420, | L0y Diongeninn - Glucona
Arahinonn
Ahapnoan

Estoa ardcarea fusron ldentificadne on al De;artaments de Investizmclo-

nas 3loquinicas de los ladomatorics Jyntex, 5.A.; dicho tradajo no se ho pudli
cado,
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4) Kicrosfiodo aomlftico ram 1o tdentificacifén de 1a saponia de dloe-

eonim,

5o llevé a abo ente nétodo mra obtener de una maners rdpida IA tdenti-

fiomcifn 4o la saponina en extmotoe de plantas,

Para el desarrollo de esta thonica se emplearon loa procedinienton:

1) Cromtogra’in on papel,

2) Cuanteo por el espectiro de abaoreibn del croabgeno odtenido por reac
ctbn 48 la ajonios con ol £ctdo ~ubffrico concentrmdo.

la cramtografia on papel ta alcansade on los €l tinon a%os gran interés
cono nicratécanlcn que pormits 1a idontificacién de una gran variedad de zus -
tanc ing,

Conzden, Oordon y Marif{n fusren quienos omploaron osta técniom pare la-
soparacifn 4o antnofcidoo y on general sustanclae solublea en azua, Actuirlmen
te ge 'n axtendido oerta mftodo pare *odon los campos de 18 Quinica Orgfnica o
Promdnten

bEatudios lnicindon on la Univeraidad 4o Rochaster, en YNusva York, por -
el Dr, Alojandre 7affaroni y coladorndorans {14, IS), culninaron on ol desa -
rrollo de sftodos crocatogrdficon pira custapcisn i{nsoludlen en sz,

Para asta técnica 8o omplean alstomas do solventes orgfnicoa inmiacl -
hlea entre at, foremdos por doa fases: Fase entaciomria,conatitulda por for-
mnida - matansl con la cunl se impregran los cromatoxramas, Mane névil aue -
oe 31 ajstem de solventoa no polarves, hoxano, bencouno, acetato de otilo, elo

s
roformo, saturados con forrmnida,

Para au desarrollo se utilizen los nigulentes sateriales:

1) Saponins,

2) dolventes: hazano, bencano, acetato de etilo, cloroforwo, formmaida

¢.p., @6’anol ahnclute,
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3) Roactivoa: £cldo snlférico concentmdo.
4) Fapel flltro Vimtmen ¥* I,
5) Chmaras de cromtozrafis, ds las que exteten dos tipos,pars cromato-
gralin asconiants y mre cromtogmafis descendente, Anmban ckmnree tienen el -

aiems fundsmonto,

las primema se utiliean parm rdtodos do controly consinten sn frnac.e-
ds 12 cn. do 4ihmotro por 2V cm, de Bltum,

las chzam= deesaniontos won cilirdros Pyrox de 10 cn. de difmetro por-
45 cn, de altum, cudierians con tapno de vidrio esworilado impregnados con um
pasta 4o alatdés glicerimdo parm facilitar un clerrn perfacto,

Ex o) inlerior tlepe un scporte do daro tripodo y on la parts superior-
ee pdaptn uik placa de oetal, en la cual eo coloam um chsroln'nm airve como
recipientn 4ol calventa,

ian cfmaran g0 formn con gapel filtre y el fondo ne agresm un exceso -
suflcinnte dn solvenle asepurundoe as{ qua 1a aAtzosforas sn hallé enturada con-
el salvents rvoldtil mdepective,

An'na cdrmrus doben 4o entar a uon terperatura de 20-25°C. y antes do -
utiltsares dodon de dejaras repoear 3 & % hormme pura witumcibn completn de -
laes nicmms,

Los crosatogramis que 8o eaplean son de dos tazafos: para lan cAmaras -
ascendentes son da 15 cm. por 2ca, con uns l{nea o aplicacifn colocada 2.5
em. de altum del bords infarior, Paro las cdmarae descendsntes son de 17 ca.
por Al cm, aon 1{nsa do aplicactba do II cm., el ancho del papel so pusde va-
riar, da acuenio con la cantidad de zusstira por amlizar,

TICYWICA,

la musstmm por identificar as colocadn en in 14{nea de aplicacién de un

orosatogramanrevianente iupregnado con 1a fane =An polar,

Dicha aplicacibn no race con pipeta de punta capilar, tipo Panteur, y-
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smpleanio meicla cloroformo y mstanol on partar {guslea parn dlaclver 1a musne
irh Que V8 & ser anallzada, Deds procumrse qua 1a musa'm no alcance rfn dn -
0.5 ¢m, 49 ancho ;ara un desarrollo perfocto del crontosram,

Seghm o1 cromtogTamm en que se aplique la sutancin an introducird er 1a
ofsare correepondtente,

Los crommtogramma ascendentas anten de {ntroducirlon en 1a edmarn carren-
pondients se ungrapmn jor su lado e angonto procurando aue lon bordar no e -
totasn,

Lot sremtagrasne dsscentantoa 1o refocan robre uoa 14nim da vidrio aue
sotéa cono zaporte del papel 7 fde weln fnrra ne introducen on ln charoln con -
el solvents daniro do )a ofmm cremtosrdfica. T) qromntorramn oo deja dena-
rrollar ¢l tienpo mecosario gam qus las ~uatanciae aus se amlizan hayan a -
vaasads, um distancisa aprectiahle, Al cadb: del cinl an sicnn ¥y ge elimina el
aolvente fpontls a un ventiiladnr de alva ralinonte dumn®e 2 & 1 home; una vez
8800 80 cortan tlras 4e 0,6 cs. 4o ancho 4o cada Indojpara ar{ determinar la-
postcién do 1A sunstancia oo o) cromtugreamn por medlo do reactivoe, a contl -
vmolbn s corta en podazocs la mzomn en 1o cunl wo localiza la suntancia ¥y se-
sluye fimulments con setancl durants 12 Laran: obtenifadose as{ ol compuesto -
baatante pauro,

la cramtografia on pape)l da 1a saponim se estudlf tanto on el eistem
46 croemtografisa asceniente como on el de cramatografin doscendente,sieuien -
4o 1a técnicm demcrita en phrrufoe antertoree,

Los resuliados edtenidos con la saponims purificada se wenclonan en ol
cumdro $ 2y @ 1,



2

CUADRO ¢ 2,

Cromtografis de 1a meponine en ol aletem ascendenta,
5iatemms ds Posiciba de 1ae wan- | Remcoién con ¢ €01do sul-
rolventes eatu- ctea en o) oromto - ico concentrado
™maoce con formmanida, emre sxpresmda on - ’

ca,
Haxano, 0.0 - 0.5 Amarillo café intenno.
Yesano Pepceno, 0,0 - 0.% Amarillo café intenso,
(30 : %0)
dencono 0.0 - 0,5 Amarillo oafé intenwo.
Renceno M0 » 1.A - 3.0 Amarillo caré ¢+ 3
acetale do Stilo GO0 1,3 - 3.8 Amarillo cafd 3 7

in cantidad aplicada en cada crommtogrume fuf 2 - 1 mg, ¥y ol tienpo 8-

m eu desarrollo won hore,

CUAlR0 4 9,

Cramatosmfin de ia ansonita o0 el olnteon descondento,

Tintomns de Toolcibn do las wan- | Reaccién con el &eido sul-
asiventen satu- cetan e¢n ol cromto - td-tco concentredo,
rmdos con formanidn, oo expressds on -

en,
Haznno. 0.0 - 0.b Azarillo café intenmo.
Heaxmno Benceno.

(s0 : 50) 0,0 -~ 0.4 Amarillo café intenso.
dancans. 0,0 - 0,5 Amrillo café intshso.
Cloroformo. 0.0 - 0.5 Amarillo café intenso.

enceno LO $ 5.1 - 7,1 Amarilio café + 3
cotato de Rtilo 6OA | A5 - 16,0 Amrillo café + I

Se cromtogmfinron mueatras de 2 - 1 eg. en 10 cm, do awrho,
X1 tiempo de de-arrollo fud do um hom Bo poviéndose la sustancia de la

1{nea de aplicacibn. Solamente el sintesa benceno - acetato do stilo aa turado-
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con formmaidn 416 ¢l wejor resultado ea 12 hores,

la localisacién de 1a saponioe en el cromatogresa se hisd con a1 €oldo
sulffrico arm 1o cuml se cortaron tires de 0.5 em, a 10 largo del oromato -
gran. Previapents en umm charola de vidrio se 20loc8 dcido «ulffrico con uoe
pipein, procumado formar l{neas no muy Ancham, wobre aatas 1{nens se colocan
ias tivas, so dejs reacciopAr un mimulo y obaervando l& charola por s parte -
inforior ee dolipitan las mnchan anotando fioalments 1a colormcifn de la mn-
th 7 ea Intensidad con lo qub rsjecta a osto Ultimo e wuy arbitmria la 1n-
teneidnd en caln caen,

fam um reacclfn coloridn aperar perceptidble se 41§ uma inten~idad + y
a nellda que la rencentmaribn de 1A sustancin aumsnta lRs intenaidades serdn
e, 22, £, e, ¢4, ¢6, & \nlenso,

n la crommtogmfia os oncontmaren dos rustancian ous al eluirlas ypor -
seiarado y haciéndols a mada uan eu curva ds nulffrico se obtuvieron curvas -
tralea, irfticacibn de sustancins qus powiblesents difieran en mus arfoares,-
Vo, 111 » Pig, 17,

fam la cromtogralfia o extmetor do plantas quo contiensn saponinn --
45 Atloayontva no procndid primero o slinimar lon plasanton, coras y otraa im-
Pirernas qQue so axtmon Junto con la eapontioa, dicin alintoacién ne logrd con-
un lavado del crosmtosrams durante upa horn on cloroformo; tenlendo an cuen-
ta que la saponina no e muave en cloroforzo dehide & su gran volaridad, Una
ves linplo el crozmtograsu ae ovnpord el cloroforma frente a un vehtilador,-
finlzante ee coloch o) crommtogsam en la ckmrm benssno - scetato de otilo

e eu deearrocllo,
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v propledad de forear un crmbesio con el doldo sulfrico concentrado qus pre

2} ia doteraioacibe cuantitation de 1n mapontine se efwotud utilisando -

renta WA ofxim intenen 4o abaoreibn & VS5 mg,

Se pesaron 25 wa, 4 1n xaponima y ee afornron & 25 ml. con metanol (aol

A) 4o sata solurifn es tomaren 5 a), ¥ ee dilure-on & 50 ml. con el mismo ol

vertle {s0l D,. lio anhs» malmces 9o tommron lna alguientes alfcuotas,

13 0,9 nl, {mol R} cor-espandan 50 !

23 1.0 ml, {nal.n} . . . 100 {
: b)) 2.0 ml. ieal. ) . . . 200 (
l b} 1.9 al. {enl, B} o . 100 J
% $3 L,Coml. {rol. %) . . . oo
" 6 Ssml. (selai * = soay

Von wwx que so tamren las matiisdes nntes penclomadas, Sa procedié n
: RS T & soqudiad cadl wwvimm on mtraces afomdos & 10 =1, y finalmonts
2e aford con ds14s aulfrice corcantimdo,

o colommren Loa amtiroces uma hora 00, DK, y deupufin 90 onfriaron -
con AguA corrlente, Iirnwdistanente ss hiZtoron lae lecturas o ‘!25/‘., en el Ng-

pectrofotimatro 4e Beckman i V.

’ Cancentracidn de la Danstidad Optica
§ smonim diocegmntion lactums & 31!5/.« .
en 10 81, 4o dctdo

ealfrico concentrado,

‘ 50 r 0,185

100 0.770

{

; 200 ¢ 0,725

: 00 ¢ 1,090
400 i 1.545
m‘ 1.R00

Rn la gréfiea I ee !niican low resultados odtenidos, Colocando en 1a 1f-



. 25

™A 4a lae abclens la concantracife en ¥ 7 °" 1a 1{nsa de 1an ortenadan 1A4 -

Isclume que eo odiuvieroa sn e} Repectrototiantro de Reckran D, U, on 25 my

Do sela formm ve dencatrd que o) btodo nwdo on aplicable para 1n da -

ternimctiba cuanittative de o aaponitm ya qua la relscién entre concentra

etdn o Tateneitat day coler profucido obedecs a 1a loy de Boer, camo lo indi.

o 1 if{oea rects obtantda en ia erdeics 1,
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pétl

Esth seania sarte experisental aetd dedicado al satudio de 1ns M poge-

eigns: Drcageniam ¥ Ligogentiom,

Jietae euatanciae es enruentan mosmlsente Atociadan an diferentes

pilanias 2a)l plpero amee, 11 interde prioriml Cof, el de decarrollar micro -

mdtodos Amal{ticos o9 moe jaraitan la 12entifioncién 48 1a heoogenima en pre

sencin do la tisogention, Loe sigulentes mbtoday freren estutindos:
lo» Boaotive Giraprd T,
ilu- Cromatograffa on mgml.
a)} form 1i%re.
%) cmo acetats,
$il.- Yormaotfn 40 los cromfewase obtentdos al meclomr lae sapogent-

e con o) &xlde eulfbrice crncentpmdo,

k¥l rwactivo do Glrurd T, tessrilo por primem ves en 1916, (16, I7) po-
340 la alguisnte astractum (:{siea,

(-5 -al, - 00 - %~ &,
. ) -

Far sy funcifn hidmiida poeso la propledad do combimrse con compuestos
qQus posaan funclonee carbtonllo, lar hidmizoms obtenidas resulian aoludles en
ol A por o) agrummntionto sal cuatormaria de amonic presente en el reactivo.

Catomne o aldelifdon de alto poso molecular, tales como los deriwados de
oateroiles, insoludles en ol asun, dan con ol reactive Girard 7, hidmtosfe -
soludles en o) agua,

Eato resctivo tm denoatredo ser de gran valor on la separscifn y alela-
nlanto do compusatos cetbnlcos, En nusstro casc utilisamos para seperar 1a he
cogeninn (compumato ceténico) de 14 tigogenima {camposato Bvo ceténico).

£1l sftodo anniltico emtudindo conviste cn 1a foroacién de 1a hidmuzoma-



29
aon o) vemative Rg 1, 2Ri, filtraciée y cusateo de) precipitado por secsdo y

poﬂl.
%) decarrolis qufmico del méindo empleado se expresa sepdn Ins sigulen-

Lee resacionss,

o J_{“}
- + Raflunjo 2,5 h, en
" \v,

>
1 u,x-suj.-cu-a‘s.cs} vedl o dcido-nleohbline

r ~ N Cil

A cH
go !~ }

4]
Heangeniva fsactive Girerd 7.
N3y

-] i-c&, -CH‘
4

' e
Ji ’3" ~ Hg 1, - 2K

J + ?
3 o (8115 Beathone
e e de 1ls hidrnroon,
v_f‘

Hidrasona de !a Hecogenina,
n; Ig
0:.-:(:-(:!! g!{ ?‘uq

Sul doble de mercuric oon 1a
hidrasona de 1a hecogenina.



Menion:

3o pasacen 20 wg. 4o Mecogenise, loe que fusron co}pcados en uma bols de
ds 100c.0., w8 1o sgregmron 0,500 g, 4ol reactivo Olrapd ? y2C nl, 4 urn aes-
ala &etdo ackiico-alcatol (1 - 10}, o calanth o reflujo en balo dn wvapor 2.5

N,

Por Hinlaactba com eoem 1.0 norval, o dsteroinf 1a cantiiad pecesaria
P ia srotmliisactfn 4 70 al, 4s la posclia doido arérico-alechol, llemndo
s un B emtye A% 7 7,0,

ia cantidnd da sces qub wv &apled fum YA,6 o1, evta cantidnd se introdu~
Jo an ol A1tlan nomanis en un Rriemmeyer de 290 c,c, qww contlens asua deatila
by 07500,

Al il de)l refliwlo, &) tontenlso 4o 1a %ala eo vor2il on o, Lrlonmeysr
4o 1a enlmcifn alealtm, g0 1o neroc! 19 2l, da um eolwetibn Hg 1.« 2D y 1S-
al. 4o um esluntiba 22 Letds acdtlics al 10 % formindese un precipitado dlasce
eartllonto, ol cwal se filted on un Purimer de peeo conetante, ol lamdo f1 -
@l sa Bleo con agwn Sositlada O° - $° €., se socd o uma tewparsturn RO°-100¢
C. asta qum oo hudo variacifa en el gwea,

Ondn moldoula de Bldrmmacon remsclom con um de Hg I,
Resul tadoa:

Ripariconto §,-

Peao 4s la musetre s 0,0200 g, hwcogenimn,

Paso de) precipitads mercérico » 0,0455 ¢.

(Peso tefrica 48l precipitado marcérico = 0.0495 g.)

Pocwperacidn 3 99.5 §

Rxperigento II,-

Poso 4o la musatra 5 0.0200 g. de hacogenioa,

Peso 481 precipitado marclrtcc « 0,0507 g.

(Peso tofrico 4ol procipitado mercérico ® 0,0495 &.)

Mmma{&u - JO2.2 ‘-
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For loe reenliadoe o) taaidos ee pusto apreciar aus oete oftodo 418 Yus -
see rewsitadss, pore caamic eo aplizd a mesclas 4 becosedim 7 tigogenion loe
reonl thlas Taores wy wrisdoe,

Eadibntoes sfectmis la resccibs &o Oirmrd oo precascia 4+ 1n mescla —
(bscagesiom y tigegeaim) se steervd wa ammnto en ol peen 4ol juisiptinde
sizads o1 remltniests sxpmrins So) [0 €,

Por olowpla:

Peer hecogwalizms T O.OXND g,

Teoo tigmewaton o 0, 1000 ¢,

Feso 4al precisitals serchrics & 03006 g,

rgeratle = &7

Za tratf fe ellmlmm: la tigngrsima presents em o)l yrocipitads sedinate
nved s rom varios eslveates, Ea =iyl oasa se odlmya rosxitatos aceptadles

. TR AT 8! ;mes fimal fe) yrecipiiads deerufs o lavar fub ofs Waio que el

tefeice,

) §

ta thentlon Co cromtografis ea papel filtre fuf la siwm qoe se sixatd
3 4l ertmiin f0 la smapentioa de 4lcsgenima,

Pare la localimacifn de las ssotanciass e el cramtcgrams va &esarrolla-
4o we utllisarcs los reactivos: fcids sulférico comcentraio y ol deido wai-
thrice Pomnta,

Mate 1a Secoresioe casc 1a tigogenlm Zan maacime ds coior emarille
cca o) £etdo eulffirice comcentraio, y saachas de csler a?é rolize cca ol -
feido enlorfirico fumnte,

Fara 18 crommtagmafis 2o eela sapogonimme eo atilisarcs tasto low pro-

24r Zescanies~
todinlentce 4o crommtegra’{a arcentisnts camo 108 43 cromtogmlia

te,
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B 1os afectimdon con loe elstemms 4s solventes desaritos ne we llegbe
separar es'ns doe sapagsnime,

e hlolsron cromtograams aixtos ds hecogsnim y tigogeaim pare cow--
protmr Lo antarior, & eromtografia 4s cstas nesclas se 1levé a cado en lae
dammar dapcententes, cromlografifnioss 1 mg. en 5 cn. ¥ on ol contro del =
cromingremm SO0 de oada estorcids,

M1 tlewpe jamm eu desarralio foe ol secemario e que el solvontes -

liegam al frente 0] cromitograsa bt 111,



Cromatogranas miztes 4s

TakiA IT!

las gajogoatsas pel la srometagreffa dseseadenta.

Sapegeainas.
seseme, e |
oradoe tee™ Mpegentne.l g, Eevogusing %0 € ! Fesoguaiza { g,
formantida, Teepening 0§
T’oﬂa}g fo BTN g&: Pl d ; f’eﬂc{g T
A 8203 fon o Fe .l T £ 1
r“gg SEASt | Ipes-| re ,P}_; o md§ frea-| rf. |5 Rantet'| fres-| ot
Eexmno | 0,0 - 1.0 2,0 1 0.0 (e - 1., .6 o0t |00 - 1o 2.0 | 0.01
cafd relc int, | cz. oafd Teto dnv. | *m, cald ro e tat. | cm.
Bexemo 0% {0.0 - 1.0 0 (001 (o0 - 1L 2,0 | 0,0l OO0« 1.0
Bencens G0H 2afd reje 1mt, | o=, cafd rote tnv. | aa, aafd reto izv, 28,0 0.0!
cm.
Boaceno 0.9 - 1.0 , 7.0 | 0,01 0.6 - C.8 26,0 | 0.01 | 0.0 - 0.5 23.0 0.02
catd rojo > e, caté rejorz | eam. café rejer2 |lca.
!.0 - 23.0 0-5 - 22.6 005 - x?-O
oatd rojo * caféd rojo * tafé roje *
23.0 - 27.0 22,0 - 26, 0 17.0 -« 2.0
cafd reje & cafd rojos 6 catf rejo,
Clereformo 24,0 - 28,0 28,0 [ 0.87 | 23.0 - 28,0 28,0 | 0.87 | 23.0 - 28,0 28,0 0.87
caff rojo intend cm, cafd rojo inten} cm. café rejo intestca.
eo. so. so.

9

Tienpo de desarrcllo fuf de I h,,en cromato-

gramas 4e

5.0 g@. por 4lcm,



»w
Con Ia cromiogmelina anterior se coxprods que estas sapogeninaa no ee -
pasdes ospaTar ea lon elatemas do volventer expleadoe,
Je enplearss otres sislesms cowo el &8l toluano, oter de petroleo, ota-

i, a0 7 12w resnitadss  no fueron entisfectorios (IR),

2l slstonm con ol 508 eo odturiersh resulisdos positivos fuo el cfclo--
masaan feall relsasrive lmoms ster fen{lics 48l st{len £licel). Bate sigtenn -
er 12m) sam las sapgealame on Tormm 4 azotatos (19), .

1a eatsracifs 22} clciodmrmse con o) fenil eceloeolve se locra en la pro
pereifla &8 wn 1ilre 2 clolakezant 7 20 el, 4s fonll celosnlvs,

ta lagrermastfs 28 loe crsmAtegramae se sfestuo con wa wercls al 50 %
o fenll cotowaive: areloza, Rl sater 4emrrollo en este slotemm so logre on
12 n, wdila I7, *

ta meeitiacils de iae sapcecsizas es efoztul con axhidrido =cétteo (It
1 11 tlempe «us Aurd la azeiliactfs fue wa N a U 0, g0 cristallae deol
sleme aanidslia, filirazds riraleanle loe cristales y lawmsdo con petans] —
trlc ara asl ollstmar ol excese 1o amn{irile,

Llcetato 4o tacagenlmal
PP, S Nt . DNET C,
(.‘)D: ? 0 en clorcforms.
Acotato ds tigogenisa:
P.P. = 1B . I90* C.

{ae )D= - 60 on clerafores

S VR



"
TABIA IV
Crammiograsn nigto A los ncatatos ds hecogenim y-

tigegenim o ol sletom citlchezaro fenil celosol-

vs, Tisaga 4o dssarrollo 12 horms

Mpagenin Postc the 40 lae sustarclae Reaceibn con dotdo
on ol eroomtosTamn axpre - sulfurico concon -
g An on cm, trado
'r.....,...m».v, PR——
§ Aretato do
tigogenina 3.0 - L2 Asmn
‘ . rille+ 3
Acoate da
Vigoganim 5.0 « 7.0 Am 1
eyt rillo » 2
§ Acetaty de .
i Necoganimn 0.8 -~ 4,0 Amarille ¢+ 2
50y
‘ Acatato Qo
hoc agmnina 1,0 « 6,0 Acnrilio 4 )
LIE--

Las mancias obtenidas se oluyeron con cloreformo, Alfcuotan de las osolu
clonoa clorofbmicnn ve evapomron o sequedad, y tna reasiduos regultantes fue
ron trmtados con &oldo sulflrico concentyado de la formn descrita (M) pare -
catuitc egjectrofotoméirico, la curva de absorcifn de ostas soluciones fuaron

detorniradas en el Fapoctrofotématro de Meckzan DU,




9

Resultnion cumatithtivon:
T

-

Mo nio fantidad cromtiografiada Cantidad detoctada on
sluido,
ue, ng. Recup, %
Recnpenlm TR 0. /40 [T
Legogenlim I ne, 0,640 95 %
Uscarmnion 5003 0,420 LTI
Tieagenim :';Ciaz 0.48s 97 %
Hocogwnim S0 y 0,450 50 §
Tigoemnim 5™ ¢ 0,455 91 »
“leneenitn 1 ae. 0,900 90 ¢
Tieorentin 1 ng. 0.9%9% 80 %




ti,-

M™am 15 obiancibn 4e los crombgenoa formmdos al reacciomar las sapogs -
~imas Fa asm or. Torms Li%sre o coRo acelator Con ol £a140 sulflrico concentre-
dn, ee afeet:f on las nisman condlicionss que pate 1a saponina de dicspenim,-
12 4 W per wi, de &aldo eslffrico coprentmdo y Th - bo° C, B.H.

“adm mpagenima procesth curve de absorcifn difernnte ¥ig, V y VI,

tas mareeohime en farsa Ao acelatos presentsn 1gval curva de abvsorcifn
qa las mapeniame L1hrea Fle, TI1 oy VI,

“e hicleron curvae tipo R 1a hocopenina 7 tigopenina 1ivre, de cuan
1. 4 hanloa e eo smpleb fue la sisutente,

e peearnn ) €. da tecogenion y se afomron & 50 ml, con cloroformo -
{anl. A)]. ‘elrwnrvon de as's esiuetfn A 4ol, y se aforaren a 50 ul. tanbién -
CoweLarnlrrua (a5t R0,

e toamrsn lae siailesten nifcuatar 4 axdne gfoluclonoe,

1 ml, Tay, R e IRXY
2 nl, “el, Y3 IRy
3 al, ek, B AWy
hoal. ied, B 3 B
0.9 al, 331, A T 500

Rotan al{cuotas 9o pualeron on GAlImCes aforados 4o I0 a1, ¥y se €VOPO~
raron n ssquedad y fimlmente es tlave al aforo con 10 ml. con &cido sulfd -
rice concentrado y ea colocarsn & mfo sar{s um hom UO° C. moifntose las
lecturma on el Lapectrofotémetro do Beckmmn U.U. & ')9}‘,.

Lecrtusms obtenlins a )95/09

oy O.m
M Q.

moxx 1,020
LOU § 1,345
‘)00‘ 1.670

b

lae lncturan ohtanidae oo grafioan en 1a Fig. IX




al
Se elruth 1a miem thcnlea g 1a mposenioe tigorenim, obteniéndoss
iae sigulentos 1eclume on o) Tapectrofotfmetro 4e Bockmn D.U. Xn eats cano

‘1,3’,;’01’ wer o) mhatno priscimml 4e 18 tizogmaim,

Leciures edinzline a 1Y pv
7

iy Q.1
23 DINE R
hinl Sty
axxy LA

3«'33,
e reeulidag ge gralficuesn sn la Tle, X

%l sltioda de feternimactifs coant{tative do estas doo waporeninas me...

4tante sapecirafotaweiriy cen & t4s 2a1%rico no s puede aplicnr n merzclas

46 las dss euatanciae ya gum an'ms presastan ngximae de abdsorclfin our seme-

lantea an ccarla o jongital da onla diferiendo solapanle on sus intehslda -

4se pointimie,

il feni i h{vi- 0
L) aftmdn firalnents adopiadn am in deternimcifn cuant{tative de-
tlgogenlon 7 Mosogmcira o soniias conatl de doa fason:

1) temmctién cromtoerdfion on mpol utilizando la thenicn descrita

cono mitedn 11,

2) la daternimacibn cmnr{tativm 4e la eaposonions se efectub nadinn
te sspoctrofotosetris exdetido sulfbrico; sore alf{zunstas do lay gusstms -

aluidas do loas ¢raamtogracaa, uando is téenlca descrita como ehtodo TII,

b




a1

Se siguld 1A miem thcnloca pam la sapogenina tirogenim, obtenténdose
Iae siguiontos Yoz tuma en ol !lmtrofot&s‘ﬂro de Bockman D.U. En ente cano
ﬂ;‘,,,.pc-r ter ol mixing principal de la tigogenim.,

et turee odlanidae o ‘)ZS/Aw

X Y Q. I'%
PSR o 344
100 DR
L a3 | [

3y LTl

e rews) alas ae cmaficaron o ln Tipe, X

1l adtvdn 2o dataraimcthn ctantfwative do entan dos napogenipas we-...
dtants appecirofotmmetirin con £cido s:1frico no s» puade aplicar a mexclas
e Jas dos sustanciae R qus azdas preeentan mexime de adeorcifn muy seme-

mntes an cuanta a lorgltd An onda diferiendo eolamente on sus intehslda -

doa relntisma.

DESCUSI0N,

%1 wdrrdo firalnante adoptada jarm la detereimcifén cuantftativa de-
tigogenion y hocagsaina en mescias connt$ de dos fanos:

I} tepnracibn orezntogrffica en papel utilizando la téenica deacrita
como mbtado I,

2) la datornimcifn cuan?{tativn 2o lan sapofeninas ee afectub wedian
te anpoctrofotomotrin exdcido sulffirico; sohre alfcuotan do las musstmms -

oluldaa de los cramtograms, usando la técnica descrita cono mftodo IIT,

-
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CONCLUSIORES,



8 afests de 1a cromtogmmsia on pRpAl Tud aplicado al aatudio

ds saponitee ( saponlon de Alosgenisa ) y eapogeninas (hecoge-

alos 7 Ugogwnlio)! sbteatémicse resultados satisfactorics.
11,.-

S0 logrd el cunnteo de la smponioe y las sapo snims por forma

ctfe ual crasfeeno obtenido al remcclomar cor ol doido suwifrfri

co concentrado,

13 4 PO

Xo ee logré resultadce satiefactorios el alilar llecogeniom de

Teogenisn, por medlo dsl rvactivo Girerd,
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1), Muchlos Entechissus 4, Apothekerkwaast Erfurt 1810 - 765,
2).- Ceastlanoc Consattt ®* NMora Texonfmica M

exicaps * Towo II (I947) Twll,.
Oraf. de 1la Rac,
Y} .e ?‘;2)- Rojalin * Productos Ruimicos y Farmacéuticos " Tomo I1I 1635
1 .
4).- 3

Homch,P.3., Fendnll E. C., Slocumd, C.H. y Polley, H.F., Proc. Staff.
weatina Mayo Clinte, 24, I81-197 (1949),
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