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Desde su origen el hombre iha dependido de ia naturaleza para
suU subsistencia, de ella ha obtenido alimentos, vestidos v los
materiales necesarios para construir sus viviendas. A medi—
da que el hombre ha ido evolucionando la explctacidn de tos re
cursos naturales se ha intensificado; hoy en dia, ademis de —
obtenaer en Mmayores cantidades los medios anteriores, el horm
bre extrae d= la naturaleza Nnumerosas substancias que consti
tuyen 1a base de Ioé procesos industriales de nuéstra época.
Por citar s8lo algunos ejemplos mencionaremos el de los acei
tes que sirven dé base a la industria de barnices, jabones, T._a_.
cas y perfumes, ademés de ser empleados extensaments por —
el hombre en la preparacidon de sus alimentos. Otro ejempio
muy importante es el de la diosgenina descubierta por Marker
en la Dioscorea Mexicana (1), quien ademéas encontrd el métg
do para transformarlia en un importante intermediario (2) que
hoy en dia es la base fundamental de la industria de hormonas
esteroides de_“_l\/\éxico. .Este descubrimiento hizo que el pre—

cio de la cortisona descendiera de 200 ddlares el gramo has-—A



ta 4 doélares (8). La industria ds hormonas esteroides surmmi-—
riistra el material necesavrio para la produccion de 3/4 a 2/3

del total de hormonas astaeroides consumidas en 1 mundo. —
EEste volumen de produccidn contribuye en forma importante a

la economia del pafs como se ilusitra en el cuadro siguisnte (3).

EXPORTACION DE MEXITCO EN HORMONAS ESTEROIDES

1960 1951 1952 1983 1954 19685
Valor en Millones
da pasos mexica—
Nnos 101.1 158.85 188.2 186.3 139.8 172.7

FPeso> en toneladas 119,99 1681,1 159,11 145,33 141,858 155,86

Estos dos ejemplos son 1o suficientermente estimulantes como

para justiticar el incremento de los estudios que se r«aalizat;r -—
en el campo de los productos naturales sin tener en cuenta las
enormeas sorpresas que altn hos aguardan ocultas en las inex--—

ploradas regiones que abundan en nuestros pafses.
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La ‘Diosgenina es uno de los principales componantes de la
Beaucarnaa gracilis, aunque la cahtidad de Ia misma es muy
pequefia como para poder utilizaria en la industria de hormo
nas’ esteroides de México. Como s2 sabe, al tratar dicha —
sapogenina con anhidrido acético a 200°C bajo presidn vy pos-—
teriormente oxidar el producto de dicha Peacci‘én se obtiene
el acetato de 16 deshidropregnenclona con un rendimisnto —
que oscila entre 40 y 46 por ciento, 1la cual, como se ilustra
en los siguientes esquamas , es un intermediario en 1a obten
cidn de muchas sustancias esteroidales que la industeria far—
macettica Mexicana produce y que constituye una ayuda cori—

siderable a 1a economia del pais.
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IT11. PARTE EXPERIMENTA L



I—_a clasificocidn botdnica de la Beaucarnza gracilis, (1) ia sitda
entre la Farcilia de las lilidceas; posee un enorme rizoma gue  —

pucadea llegar o pasar mas de 100 kg. El rizoma estudiado on el

presente trabajo, pesd 70 kg. v el proceso seguido con 21 mis—
Mo se pueadsz dividir en dos partes:
-~ Estudio de las grasas.

— Estudio da Ta me=cla de esteroides.

El estudio de la grasa se realizd empleandos los métodos actua-—
las; es decir, saponificacidn de ia grasa y liberacidn da los aci
dos, seguido de la esterificacidn de los mismos con diazometa—
no y anélisis de los ésteres por cromatografia gas—liquido, pre
via purificzicidn de los mismos por cromategrafia en columna.

LLos resultacdos obtenidos =e encuentran dentro de los limites es

peradcs para una lilidcea (3).

L_a mezcla de esteroides obtenida por la extraccidn con heptano
daspuds de Ia hidrdlisis del rizorma, fue separada por cromato—
grafia en columna y de las 8 fracciones se estudiaron las tres -
méas abundantes. Dos de estas fracciones estaban constituidas

por los mismos componentes pero en diferentes cantidades v en



su estudio fua Necesario amplaar la cromatografia gas—-liquido
mediants 1o cual utilizamdo los Mmétados de tizmpos de reten——
cidtn v de astandar interno tanto para las fracceciones como para

1os dertvados acetilados, se datermind la presencia de coieste

roi, Besitostzrol v una substancia desconocida.

En el estucio de la tercara F‘r-accién se ancontrd diosgenina v su
caracterizacidn Ffue haecha empleando ademas de los puntes de Fu
516N, los espactros de infirarrojo, de masas v de resonancia  «——
magnaética nuclicar, tanto de dicha fraccidn como de su derivado

acetilado

Ademés esta sapogenina fue caracterizada, mediante cromato-—

grafia gas—ifqguido de su acetato ¥ de su derivado sililado.
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URITIZ TIAAA DO LA BIEAUCARNEA GRACTLLIS!
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PARTE EXXPERIMENTAL

EXTRACCION DEL RIZIOMA DE LA BEAUCARNEA GRACILIS

Un lote de 1.2 kg. de planta seca y molida se tiratd con hexano

an un Soxhiet, hasta que pruekbas realizadas No diercn seflales

de grasa. Gl disolvente Tue eliminado al rotowvapor, obteniémn—

dose un residuoc de color ambair obscuro qua pesd 19.83 g. La
planta desengrasada se hidrolizd, calenténdola a reflujo duran

te 8 horas con una solucidn de 12 litros da HCI 10%. La me=--

cla de reaccidn se FIltrd y» 1avd con NaHC Oz hasta PH 7, des——
pusds de lavaria con agua, I1a torta se secd al aire durante tres
dias. Una vez seca, 1a topria fue tratada durante 82 horas con

heptano v por Gitimo s= elirmimd éste al vacic, dzjando un resi

dus de 22.7 g. de sapageninas crudas.

A continuacidn se procedid a buscar las condicionas adecuadas
para separar la mezcla de sapogeninas crudas por medio de una
columna cromatografica, resultando el sistema-adecuado ds= los

probados el de Benceno~Acastona (90:10), en el que se podian ob

servar ehn la placa hasta 8 manchas.



SEPRPARACION

Se procedid a montar una columna de cromatogralfia en las si—
guientes condicioneas:
Muastra: 15 g. de sapageninas crudas

Adsorbante: 1500 g. de Gel da Si{lica de 1a Merck
(0.088~0.200 mn1)

Eluyvente: Rencano—Acetona (80:10)
Velocidad de Flujo: 8 ml. popr minuto.,
Fraccionasd Colactadas: 1000 de 10 ml. cada una.

Después de raalizar el control mediante cromatografia de placa
delgada, s redujsron a 8 fracciones, de las cuales se estudia—

ron las tres mas abundantes.

PURIFICACION

A la Praceidn # 3 se le hizo una cromatoagrafia de placa delgada
con patrones de di‘f;etﬂehtes esteroides empieando el mismo sis—
tema de disolventes que el d= la columna, ncténéose gua al ser
revelada con HESO45N. > las manchas cor-r*e:;pondiehl:es a los —
testigos colesteral vy B-sitosterol , adquirian una coloracidn lila
Y tenfa un Rf similar, por lo qgue dicha fraccidn se corrid con —

esos patrones en diferentes medios:
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R »x 100

Sistema Zluyoente Fraccidbn #5 Colesterol RB-Sitosterol
Cloroformo: Acestona 70 73 71
QO+10
Ciclohexano: Ac. Ztilo 39 40 40
70480
Ciciongxano: o, Etilo 21 24 17
50-+F50 N
Benceno: Ac. Etiio 25 27 25
90-1-10

Lo fraceidn £3 se recristali=d de etanol produciendo un punto de
TusidHn de 1836°C. Demasiado ba_"]o tarnto para el colesterol como
para el B—sitosterol. Por otra parte como los resultados del ——
cuadro anterior nos indican era imposible separar por cromato—
grafia en columna dicha fraccidn en sus componantes por 1o que

se decidid utilizar una técnica Mmias concluyente como es la croma

tografia gas—iiquido.

La fraccidn #4 se tratd de igual forma obteniéndose resultados ~
similares a excepcidin del punto de Tusidn el cual fus de 188, 5°,~—
Emn vista de estos resultados se procedid a estudiar ambas Ffrac—

ciones por cromatografia gas—l{quido.

Primaesramente se buscaron las condiciones adecuadas utilizando

urna me=zcla de patrones de colesterol y de B-sitosterol, siendo —~




las meajores las sigulentes:

Colurmimm:

Ternmp. Cotumnss
Temp. Inyzctor:

Temp. ©

ctor:
Flujo Nitrogaeno:
Prasidn:
Atenuacidn:

Velocidad Carta:

Se procedid al and
mMmismas condiciores que pa
Mo ras
acibdn

de situ iguales a los o

1oz fraccionss

18.

SE—-30 al 334

L.ongitud 5 pies

Diaimetire ntaitior 1,0 pulyg.
2BB°C.

272°C.

230°C.

40 rmi/min.
25 kg/cme.
> 10

O. 1 pula/min.

puede apraciar en el cromatograma #1.

2 v 4 siguienrdo ias

ra los estandares encontrando co

ultado tres picos, dos de los cuales presentan tiempos

btenidos para colesterol y B-gitas

terol. Para compirobar los resultados se siguid el método de

"estandar int=2rno

observéndose el incremento en el Area de

los picos confirmandos el resultado inicial.

sultados se obsarwv

arn en los cromatogramas 2, 38, 4 v 47,



Mezcio ds Radrones

v Cd
e . — N -
Eguipo Pacrtin Elmear 2n :
Coiumna, Qlero ino« :'5!.)’3”/5 ..

D:rr..(‘a'ur/rnf\ {
Tarnp. Colump o
u:rn‘;'a. In:j'aq for
Tem b Dadeeda :
Fluys thidrassea 4 o/
Presion

o

oy A b 2 s



Fpes Lo B
S St a2
s Bl T PSS P
7;;';:)49’_ ,2‘—/')‘_\,'.2(_‘/2)/' s TRt
ol Do s forl 2 F P
1;,)/((/0 .Z' 3 /‘/. o ,-:o{ g .
FAN A P a1 < - i /1/‘.3/,_4/)9 "

s

o

Croma-dograma 2

~

R e T S S N

i

[ P iy




)
o]
mf ‘/13

a6/ mim

&
a.

oy
™, F

lsar 84
g2
h‘;ng 5(

o
[
tara 106X

na

4
3

a6

fave
Colug

e (or

(e

kb
ad

af

nUacion

ire,

y

",
A4
Vela

T Q\L”\v..n.\.w\







I
T

& Tos cromalogramas anteriores se puede inferir gque 1as 'Fr-a__c_
estén constituidas por 1os rmismos componentes,
aloular las cantidactes de dichos componentes por rng
meatoda de triangulnceidn se observd que éstos eran dife—

rentes en cada Di~accidn

U olastersol Stih-usitosterol

3 5.88 55,068 27 .43
Fraccidn 4 3.2 31.3 65.5

Derivado de 1la Fraccidn #4

80 myg. de la fraccidn #4 se acetilaron, disolviéndolos en 1 ml. de

piridina y afadiendo 0.5 ml dz anhidrido acéiico vy calentandolo a
r'eﬁujo durantze 2 horas. Se virtid sobre meatanol v se concerird —
al vacio; posteriormente sa elimindla piritdina residual agregan—
do benceno v destilando el azedtropo (8).

Antes de analizar por cromatografia gas—liquido 1a fraccidn #a

acetilada, se procedid zu averiguar si en las condiciones anterior
mente empleadas se obtenfa una buena resolucidn, para lo cual ~—
se inyectd primero una mezcla de acetatos de colesterol v de  ——
S—sitosteirol noténdose que la resolucidn era buena, segln se pu_«_:;_

de observar en el cromatograma #5.
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Los tiempos da retencidn absslutos son de 71.2 min . parra et

2ol Yy 18. 1 min,. para el acetalbo de B-sitos-—-

aceokbato de colas

terol.

SBe inyectd el aceinko de las fracciones #4 obteniéndose 2 pi-—
cos con idénticos tlernpoes d= retensidn gus 1os tastiges, por -
10 touko se comprobaron los resultados por ol método de estan

dar interno, 1o cual ss aprecia en Tos crormatogramas Sy 7.
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A 1a Traceidn #4 de punts de fusidn 188.5°C sa le hizo un espeac

tiro de masas pudidndose obsarvar gue es una mazcla de un com

puiesto de A 888 y obro da PM 414,

de dicho especir D se mueastra a continua-—
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La fraccidn # corrid en cromatsgrafia de capa delgacda con
SETel K-

patronas de esteroides atilizando

=

aslvente el Mmissno ——

istema qu= el de la

ot rmismo BF qua

Nina v yarnosganina v

qua al ser revelada corn SH.HL S (31 aclgquiria una coaloracidn ro—

[
i
-

Mine & ia de dichas sapogernina

corma primers y etansl despuéds obtenidndose

ury sdlido cristalino de punto da Tusidn 198, 5°C.

A una parte de la fraceidn #85 purificada se le hiciersn espectros

de infrarrojos, ma

as vy RMN. El espectro de IR de la Fraccidm -
#5 se compard primero con el espectro de IR dz2 un paltrdn de yva—

mogenina v desnuds acon otro de dissgenina.

Los espectros ariteriores y su comparacidn se muestran en los

espectros 1 v 2.
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Derivado de la fraccidn #5

50 Mmg. de 1a fraccidn #5 se acetilaron disolviéndolos en
1 mMml. cie piridina, agregandoale 0.5 ml. de anhidrido acé
tico recién destilado y calentando dicha mezcla a r‘efﬁujo
durante deos horas (6). Una vez eliminada la piridina v —
purificads el acatabo obtenido se enviar-on muestras del —

mismo a TR » RAN.

£l espactro de IR del acetalbs de la fraccidn #5 sa compa
rd con el espectro del acetato de diosgenina, notdndose —
una coincidencia pico a pico entre las bandas de dichos —

espectros.

.o anterior se aprecia en el espectro 3 vy la RAN en 21 —

espectro 4,

Al acetato de la fraccidn #5 se le determind el punto de fu
sidn y se le hizo un punto de fusidbn de mezcla, obteniénds .
se los siguientes resultados:

Punto de fusidn de diosgenina 197 .5°C

Punto de fusidn de me=cla 197°C.
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Ademas dicho acetato se sometid a cromatogralia ga

ernplaeands la téaenica del standar interno obteniéndose el cro-—
mMzntograma 8.

Sililacidn de la Fraccide #5.

10 mg. de la fraccidn #5 sa sililaron con TMCS v piridina —
sogGin el matodo de Garrord y Kilburn (7) v la mezcla fue in
yvectada directamente al cromatégrafo, primers sola v des—

ués con un estandar de diosgenirna sililada, obteniéndose el

cromatograma 9.
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Estudio de la Grasa

Extraceidn:
Es wun soxhlel se colocaron 200 g. de planta seca v molida,
1a cual fue extraida corn haxans 48 horas. El disolvente se -
21in=ing o destilacisds

S5, obluniéndose un residus de —

color ambar gquea pesd 19.3 g. (1.649%).

Saponificacidn.,

1.74 g. de extracto crudo (13) fueron tratados con 15 mi. ——
KOH alcohdlica (8% en alcohosl de 95°) calentdndose hasta ebu--
1licién durante 8 horas. Dada por terminada ta reaccidn, el -
alcohol se evapord a vacio v el residuoc se extrajo con éter de
patrdleo b(SO——EiO"O) el cual después de ser eliminado produjo —~
0.34 g. (19.5%) da insaponificable. £l residuo basico fue aci-—
dulado con HCL. diluido (10%) hasta ph. 2 v se extrajo 4 veces—
con acetats de etilo usando un voldmen de 50 ml. cada vez. Se
eliming el acetato de etilo obteniéndose 0.86 g'r‘amos (49.9%) —

da Acidos libres.

Metilacidn.
L.os Acidos libres (0.86 g.) fuersn disueltos en &ter etilico anhf

dirro vy tratados con 40 ml. de una solucidn etérea de diazometarno



Y
-1

(0.41 g/ml) a -15%C com agitacidn constante durante 30 rminu—
tos (14). El exceso de diazometano se climind calasntando la

reaccidn hasta t2mperatura anmbiente durante 3 ho

ras oo agitzaciding, daspuds do destilar a vacio el disolvante,

se obtuviaror O_28 g. da istoraes =tilicos .

Los &steres metilicos obtonidos se purificaron pors cromatogra
fia en colurmna, ttilizando como adsorbente gel de silice v co—
Mo eluyente a2l sisterna bencaeno—&tar isopropilico (80:20), opbte

niéndose 0.787 gramos de ésteres metilicos puros (14.08%).

Los ésteres metilicos obtenidos Fuer‘oﬁ analizados por cromato
grafia gas—liquido con un cromatdgrarfo Varian aerograph 2700
usands una columna DEGS 15%; 6 x 1./8" acero inoxidable, a —
195°C d= temparatura con 30 ml/min. de nitrdgeno, con una ve

locidad de carta de 0.5 in/rmin. vy usaldo un detector de flama.

Los resultados cobtenidos aparecen en la Tabla No. 1 y croma-—

tograma 10.
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Acidos

Coa
a4
Cia
Caa:n
Cq7
Cqg
Cis:1
Cra:2
Coo
Cqi8:3

Coon

Tabla
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V. DISCUSIDON Y RESULTADOS



ae

Al comparar 1os especlros de la yarmogenina vy el de 1la frac—

nokta que aunque Mmuchas bandas coinciden, existen

JidN comprandida entre 800 cm™!

algunas diferencias en la rag
-

- hanit | - -
y 1050 cm ¥ quo mientras que en la yamogenina la banda en

— . -1
2o MmMonos intensa gua la de 920 omn

0

DY~
O omm

s en la fraccidn

5 estas dos bandas tienan la misma intensidad.

Al realizac la misma comparacidn con el espectrs de la dios—
genina y el de la fraccidn 35 se comprueba, que aungue hay una
may/or coincidencia entre las bandas de 1os dos espectros, sin
ermbarg? existe también una diferencia en las bandas de 900 —

1 Yy 920 cm—_-' pues Mmientras que en el espectro de la dios—

crm
genina la primera es maysr que la segunda, en el de la frac—~—

cidnn 5 las dos bandas tiernen la misma intensidad.

IL_os espectros TR del acetato de la fraccidn S y del acetato de ~
diosgaenina coincidenn totalmente. Por tants no hay dudas de 1a

identidad de dicha fraccidn.
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Interpretacidn del Espectro de R. NN,

2.80 ) (BlH) en las posiciones 4 v 7
3.45 ) (2D en la posicidn 26 v 26
4.45 (M) (2i-1) en las posiciones 8 y 16

De los datos anteriormente analizados correspondientes
a la Fraccidn #5 se desprende que su composicidn es prin
ciplamente Diosgenina, la cual se enclentra en las si—-—

guientes cantidades.

9 @n base a % en base a
Pesn an grms. material seco material hGmedo

io=sgenina 0.023 O, 052 C.008




CONCL UST ONES



En el estudio del rizmoma dz 1a Beaucarnea gracilis, se ob—

tuvieron 1os siguientes resuliados:

Substancias de estructura estereoidal

50 em St e base a “% en base a
JrAarvIos material seco material hmedo
Colestarol 0. 188 0.013 O, 003
B-Sitosterol 2.076 O.17 0.003
Diosgenina 0.623 0,052 O,009

Acidos CGrasos

Acidos 4
c_:14 ,,,,, . Q.4
Cygeq - o.7
C..  eeses . 25.7

=1
Cag:q o= ©.9
C . e e . 0.9
0
o 8.3
u18 - o # o s .
Sygiq eeee- 17 .4
- Cqgez -~ - 291
2.3
Cpop
I 1.6
C e e 0.9
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Acidos 6
) Cas teaeaeea 1.5
(¢Cp) >ha ee r e e 3.9
(&) CSO ce s e 0.7
[&59] »:‘.32 f e v een 1.4

cidos qus aparecen con una interrogacidn a la izquierda,

O

Los
es debido a que desafortunadamente no se disponia de los pa—
trones adecuadss para su comprobacidtn, por 1o que su inter—
praotacidn esta basada en el tiempo de retencidn que debertan

tener dichos Acidos.
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