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INTRODUCCTION



INTRODUCCION

Las sapogeninas que se encuentran en las plantas monocotiledoneas

son de tipo esteroidal de acuerdo con los estudios realizados por Heg-
nauer, (1), Se han identificado especialmente en Liliaceas, Amarilidé

ceas, Dioscéreas, Agavaceas y Bromeliiceas.

En la naturaleza, se conocen algunos ejemplos de aglucones este-
roldales de saponinas con cadena ablerta, pero son pocos y raros. Se-
han aislado de plantas y de insectos, compuestos polihidroxilades con
estructuras similares, los cuales tienen actividad de hormona de la
muda. Este hecho, hace interesante el buscar en el Reino Vegetal fuen
tes abundantes de compuestos polihidroxilados que puedan tener activi-
dad sobre las funciones vitales de los insectos. (2,34,5.6,7,8,9,10,1)

El Calibanus hookeri, comunmente denominado Sacamecate, pertene-

ce a la familia de las 1iliAceas, del cual se han aislado en trabajos
anteriores dos esteroles (colesterol y @ -sitosterol), una sapogenina
espirostinica (diosgenina) y una sapogenina de cadena abierta (caliba-

genina)l,

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

laron y purificaron dos sapogeninas esteroidales polihidroxiladas de
cadena abierta, cuyas estructuras se dilucidaron utilizando métodos’
espectroscopicos de Infrarrojo, Ultravioleta, Resonancia Magnética

13

lluclear de 1H, Resonancia Magnética Nuclear de ~°C y Espectrometria

de Masas,.

También se aisld un hidrocarburo que se identifico como n-Hep-
tacosano »or espectrosconia de Infrarrojo, Resonancia Haqnética Nu-

>3
clear da H v Sspectroﬂetriq de Masas v se analizaron los azicares

[



de las saponinas,

Ademas de estos compuestos, se identificaron colesterol vy A -si
tosterol, calibagenina y diosgenina, habiéndose calculado el rendimien
to total de esta iltima en el rizoma.



DIAGRAIIA I
Rizoma (2 ¥ilos)

Extraccidn con hexano (refluio)

Filtracion

Residuoc
Hidrdlisis HC1 10 % (reflujo)
Filtracién —  + Residuo
1) NaHCOa 53
2) agua dest, pH 7

3) filtracidn

Filtracién = Residuo

extraccion con hexa-
no (reflujo)

ev&poracién

Zxtracto crudo de sapogeninas Cromatografia en Columna
(seco: 19.5 g) (benceno-acetato
de etilo 60:40)

fracciones 10 a 12 fracciones 23 a 20 fracciones 41 a 57
Diosgenina Calibagenina Mezcla de sapogeni-
nas Ay 8
Purificacidn Purificacidn Cromatografia =n co-
lumna (serio e co-
lumnas
Savogenina A Japogenina B

Purificacidn Purificacidn



DIAGRAMA IT

Mzona (3 Kiles)

ewtraccidn con hexano (refluio)

.‘-'illtraciém
:.oluc‘i.-',vn (3) Resicfuo (R)
precipitacién con ileCH hidrolisis HC1 207% (reflujo)
Piltracidn Filtracidn
1] # A = ¥,
Residuo (C) .Joa':‘iun () Residuo (0) Solucion (P)
(n-lleptaco- Colesterol (Ramnosa, Ribosa, Fruc-
sano) vy p -sitoste tosa y arabinosa)
rol)
1) WaHCO
2) agua aest. pH 7
3) filtracidn
Filtracién - Residuo

extraccidn con ace
tato de etilo (re-

flujo)
evaporacidn
polvo rojo » Filtracidn
(155 q) precipitacidn con metanol

evaporacidn a seque
dad

Fracciones _ Cromatografia en Polvo rojo

23-64 - columna

(llezcla de (n-butanol-cloro

sapogeninas formo-hexano 20:80:20)

A Y B)
precipitacién con hexano caliente

Filtracién en caliente ——————7*polvo amarillo — = Cromatografia en

SEpcatich columna (n-butanol-
cloroformo-hexano
20:80:20)
|
Fracciones 10 de 23 Pracciones 24 a 32 Fracciones 33 a 77
3apogenina A mezcla de A y B Sapogenina B

'

“urificacida Purificacidn
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DISCUSION

Diosgenina y Calibagenina

El rizoma de Calibanus hookeri se hidrolizd y el residuo fué extx'a;_

do con hexano., De aqui se aisld por cromatograf{a en columna una sapoge-
nina que se identificd por Pf, Espectrometr{a de Masas (espectro #1), In
frarrojo (espectro #2) y cromatografia gas-1iquido (cromatograma # 3) co

mo diosgenina.

Los datos obtenidos coinciden con los informados en la literatura.

(12,13,14,15 ,16,19)

De las fracciones 23 a la 29 de la misma columna, se aisld caliba-
genina que se identificd por Pf, RMN de Ty (espectro # 4), IR (espectro
 5) y cromatografia de gas-1{quido (cromatograma # 6). Los datos obte-
nidos coinciden con los descritos en la literatura, (4)

N= tacosano

Como se indica en el Diagrama II, del residuo C se aislaron 41 mg
de un polvo blanco de Pf 560.

El espectro de masas (# 7), muestra un i6n molecular M* de m/e =
330, Calculando la relacidn del nimero de Atomos de carbono se tiene

( 18 ):

C =M 41 = 0 = 273
Z 1.1% T

por lo tanto el compuesto debe tener 27 Atomos de carbono +1.



Z1 espectro IR (i# 8) en pelicula, presenta las siguientes bandas:

1

2900 (m), 2830 (m) cm~ seenvesesresiee: Gl
1460 ('."l), 1450 () Cl:!-.l sessssssssssssne ‘CHz" Y "'CH3
1380 (£) en”" tessssscaseseees  ~CHy
-1
720 (m) em tesssssssssnanes (CHE)T'I

El espectro (# 9) de RMN de 4 (60 MHz) en CDCl,, muestra las si-

guientes senales:

1.2 ppm sessscsnne 50 H P protones de metilenos

0.57 9D sessenanes 6 H esssssvsns orotones de metilos

Ll espectro de masas (it 7), indica claramente que se trata de un
hidrocarburo de cadena lineal,

En los hidrocarburos saturados, el i6n molecular es de abundancia
relativa muy baja y la distribucién regular de los iones mas pesados re
sulta porque la mayorfa de los enlaces carbono-carbono tienen casi la
misma energia; por lo consiguiente, las velocidades iniciales de frag-

mentacidn del 16én molecular son comparables entre si.

Lo anterior predice un aumento regular en las intensidades de los
picos, al disminuir el tamano de los iones alquilo y la probabilidad de
obtener productos recrdenados de mayor estabilidad, aumenta a medida que

se forman los fragmentos de iones menos pesados como C_H * y C4H +, los

37
cuales son principalmente ramificados mas estables. ( 19 )

9

Los fragmentos mas abundantes del espectro de masas (# 7) en orden
decreciente de intensidad son:

m/e = 57 (pico base) (100%), 43 (68%), 71 (68%), 85 (40%), 55 (25.3%



41 (22,7%), 69 (18,7%), 56 (17.3%), 70 (13.3%),

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

corresponde al n-Heptacosano y la fragmentacidn es la siguiente: (20)

57 35 N3 127 141 155 169 183 197 2n 225

CH,=CH -criz{-cn }CH Jen ke }caz}cnz}cu RER R CRICIRER R 4_2_1“
m3tcﬂzfﬂzfligtcuzt t: tcn tcr{

365 35, 337 323 309 295 281 267
La interpretacidn anterior estd de acuerdo con los espectros de

IR (#8) y R M (¥ 9),

Colesterol v B -sitosterol

El compuesto solido de Pf 130-132° que se aisld de la solucidn N
(ver diagrama II) se intentd identificar sor ccf, usando patrones de es-
teroles; el Rf de este compuesto coincidid con el de colesterol y A-si
tosterol, Estos dos esteroles presentan el mismo Rf en diferentes medios
eluyentes, Por CGL se obtuvieron cuatro picos, de los cuales dos se iden
tificaron por tiempos de retencidn como B -sitosterol y colesterol, compa

rados con patrones auténticos usando referencia externa,

Tr para colesterol = 28,7 winutos
Tr para B -sitosterol = 44,7 minutos

Azacares

En la solucidn P (ver diagrana II) se identificaron por ccf &1 el
aedio eluvente n-butanol - Acido acético - agua (40:10:10) y por CGL de

. .
los eteres sililados:



Tmectoss, ramnosa, ribosa v arabinosa

En la sigquiente tabla se pueden ohservar los tiempos de retencion
(Tr) correspondientes a los patrones vy los tiempos de retencidn de los
picos que se nuestran en el cromatograma # 11 para la nezcla de azica-

res aislados del rizoma,

Patron Hezcla de azlcares aislados del
rizoma
Tr (min) Tr (min) rico No.

(cromatograma 11)

Fructosa 6.3 6a3 7
7.5 7.5 8
11.8 11.8 11
Ramnosa 3.2 3.9 3
5.3 5.3 3
Ribosa 5.3 5.3 6
4.6 1.6 5
Arabinosa 4,0 2,0 !
5.3 5.3 6

SAPOGENINA A (Diagramas I y II)

Presenta un Pf de 159-'1500; el espectro de masas (# 12) muestra
un 18n molecular M* de m/e = 416 con un M* + 1 de 30%, por lo tanto el
nlmero calculado de atomos de carbono de acuerdo con la literatura (g )

ess



G

El fragmento m/e 398, corresponde 2 la pérdida de una molécula de
agua del i6n molecular y debe contener el nismo nlimero de atomos de car
bono que éste, La contribucidn isotc':pica 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 Atomos de carbono o sea 27.4; lo anterior confir
ma que 27 es el nimero de atomos de carbono que contiene la molécula,

El espectro IR (# 13), muestra una banda (m) fina en 3610 c:n'j,
una banda ancha en 3440 Cm'I (d) y dos bandas (m) en 1080 y 1045 cm‘i,

que indican la presencia de alcohol secundario y terciario.

1
El espectro de RIT de "H (100 MHz) (espectro # 14) muestra dos mul

tipletes que integran para dos protones base de alcohol secundario
(Sc ~H

TN D-
cundarios en la molécula es de dos.

) en 3,5 y 3.9 ppm lo cual indica que el nimero de oxhidrilosse

1 i
El espectro de RMN de 3 (it 15), muestra un singulete en 90,8 ppm

que corresponde tinicamente a un carbono que soporta unoxhidrilo tercia-

rio,

En los espectros de IR (iF 13), RMN de 1H (# 14), y RMN de 13C (#15)
no se ohbserva ningin otro grupo funcional que contenga ox{geno.La inte-
gral total en RMN de 'H, corresponde a 44 hidrégenos.

La férmula elemental del compuesto, nara un peso molecular de 416
con 27 atomos de carbono y tres itomos de oxigeno es Coqtlyg0ze (21)

En el espectro de IR (% 16) se observa una banda (d) ancha en 1630
cm-l que corresponde a doble enlace y otra banda (d) en 815 ::rn_l1 que per
tenace a doble enlace trisustitufdo. El espectro de RMN de 1H (# 14),
miestra un multiplete en 5,5 ppm que corresponde a un solo protén vini1£

5 g %
co en & caracteristico de un nficleo esteroidal,
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£l espectro Ii (° 23) mestra aderids las siquientes bandas:
-1 "
2960 (f) b 2875 (f) enm sssssscssncaass C-H de netilo
2935 (f) c:'l_l1 asnmenrasvanans CeHde metilero
1630 (d) anda ancha sesssssssssnsnse :C£: ] \IC‘:\/H
1465 (=) en™ covcensnnnnas  CHL RO
'1380 ('ﬂ.} C.'-"-‘l sesesssssennnna CH3
1155 (d) fina ca - tcessesssaiacass  =CHICH,),
1005 (m) y 990 cm-1 essssssassnssss clicloalcanos

En RFN de 1H (100 MHz) (espectro # 14) puede observarse ademis en
6 0.82 ppm un doblete 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 ppm
hay un singulete que integra para tres protones dd metilo 18, en 1.05
ppm se encuentra un doblete (J= 3 Hz) que corresponde a la integracion
de 3 protones del metilo 21, en 1,63 ppm se encuentra un singulete que
integra para tres protones del metilo 19, Ademis se muestran 3 multiple
tes centrados en 1,25, 1.60 y 2.2 ppm que integran para 26 protones y
que corresponden a metilenos, metinos y oxhidrilos.

El espectro de UV (# 17) de la sapogenina muestra una sola absor-
cidn en 210 nm con un coeficiente de extincidn molar de 9038, lo cual
estd de acuerdo con la absorcidn que presentan dobles enlaces sustitui-

dos y aislados.

El compuesto A da reaccidn positiva con digitonina, con bromo en
tetracloruro de carbono y ademds reaccidn negativa con Acido peryddico,
indicando respectivamente que uno de losoxhidrilos estd en 3 B , que hay
dobles ligaduras v que no existen oxhidrilos vicinales.

En el espectro de masas (% 12), se observa que el idén molecular
pierde 129 unidades de masa, para dar un pico base de m/e 287 y el frag

nento /e 344 pilerde 129 unidades originando m/e 215; estas dos fragmqa
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tacionas corresponden a la pérdida de la cadena lateral conpleta, encor
trindose el correspondiente etaestable para la formacidn del pico base
n/e 198.0 (m* calculado 198,0). El ién molecular también se fragmenta
originando m/e 285, lo cual significa la pérdida de 131 unidades de ma-
sa correspondientes a la cadena lateral mas dés hidrégenos que se trans
fieren del nicleo a ia cadena v estfn de acuerdo con la fragmentacion de
derivados del colestano que se encuentran en la literatura (22 ), Esto
significa que la cadena lateral tiene una masa de 129 unidades y se con
firma por el hecho de que el 18n molecular pierde una rmolécula de agua
originando m/e 398 quien a su vez pierde 111 unidades de masa para dar
el pico base m/e 287, esto indica que la cadena lateral, de acuerdo con
la literatura (22), tiene un grupoorhidriloy éste debe estar en el
carbono 22, puesto que al perderse, se forma un doble enlace en C22-C23
el cual al fragmentarse en posicidn alflica de acuerdo con la literatu-
ra (22), hace que se pierda una cadena que tiene una masa de 111 unida
des que debe contener el doble enlace,

Lo anterior, estd de acuerdo con las fragmentaciones antes obser-
vadas en que se perd{a la cadena lateral completa de 129 unidades de ma
sa, Por lo tanto la cadena de la sapogenina A tiene la siquiente estruc
tura:

20 o 26
25
27

Lo anterior también se confirma porque nm/e 398 pierde una molacu-
la de agua para dar m/e 380 que a su vez pierde 111 unidades de masa
originando m/e 269, esta pérdida es la misma que en la fragmentacidn an



terior.

As{ mismo, m/e 380 pierde 15 unidades de masa que corresponde a la
ruptura alflica al doble enlace C,.-C perdiéndose el metilo 21 nara

22 723
dar el fragmento m/e 365, También m/e 380 pierde 337 unidades de masa
originando m/e 43 lo cual significa el rompimiento del enlace C24-C°5

alflico al doble enlace, comprobando la existencia del grupo isopropilo.

El 1én molecular m/e 416, pilerde 72 unidades de masa que correspon

den a la ruptura del anillo A en C,l-ﬁ::,m Yy cq-c originando m/e 344, esto

indica que el anilloc A contiene un solo grupo oichidrilo, el de la posi-
cidn 3B y se confirma porque m/e 285 pierde también 72 unidades de masa
(ruptura o del anillo A) dando m/e 213, También se observa que el pico
base m/e 287, qulen 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 masa del pico base m/e 287 (72
unidades del anillo A con transferencia de dos atomos de hidrdgeno) (22),
Hasta aqu{ el espectro de masas ha indicado que el anillo A contiene un
solo: grupo ©::hidrilo encontrandose el sequndo en la cadena lateral; por
lo tanto el tercer grupooxhidrilo debe estar en el anillo C o en el ani
1llo B,

Z1l fragmento m/e 131 corresponde a la ruptura del anillo B en
CQ_Cio y C7~C8 del fragmento m/e 269, lo cual indica que el anillo B con
tiene una doble ligadura en la posicidn CS_CS' ésto se confirma por la
oresencia del fragmento m/e 145, que se forma por la ruptura CQ'Cio Y
Cg-C, al perderse 124 unidades de masa del fragmento m/e 269, Ademas,
el pico base m/e 287 pierde 18 unidades de masa para dar m/e 269 el
cual a su vez pierde 72 unidades de masa para dar m/e 197; también m/e
269 pierde 18 unidades de masa para dar m/e 251 que a su vez pierde 120

unidades de masa al producirse la ruptura de éste fragmento entre C3=Cap
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¥ CyCq

251 tahién pierde 106 unidades de masa para dar el fragmento m/e 145

nara dar el fragmento m/e 131, lo cual se confirma porque m/e

que proviene también de m/e 269, Todas estas fragmentaciones confirman
la ruptura del anillo B, indicando que éste tiene una doble ligadura en
CS-CS.

El idn molecular m/e 416, pilerde 162 unidades de masa para dar
m/e 254, esto significa la fragmentacidén del anillo C en Cq-Cyq ¥
CB'Cld’ 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, Ademis el ién 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, di origen al fragmento m/e 215,

el cual a su vez plerde 90 unidades de masa al fragmentarse en <:ma('.',1_1

¥ CB—C‘M (pérdida 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 anillo D, El mismo fragmento m/e 125 se origina tam--
bién del pico base por pardida de 162 unidades de masa lo cual correspon
de a la ruptura del anillo C en CQ—C11 Y Cadciq‘

La posicidn del segundo doble enlace en el anillo B, se fija por
la perdida de 120 unidades de masa del fragmento m/e 251 por la ruptura
Cq=Cyg Y C,=C4 para dar m/e 131. Ademis, m/e 251 también pierde 144
unidades de masa por la ruptura Cg-C,n Y C8

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

-C,, para dar m/e 107, lo
para dar m/e 107,

El i6n 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 CB—Cl? Vi C‘M-'C,15
nticleo a la cadena, lo cual estd de acuerdo con la literatura (22) e

con transferencia de dos hidrégenos del



ESQUEMA DE FRAGMENTACION DE LA SAPOGENINA A
EN ESPECTROMETRIA DE MASAS

,ﬁsﬂ/
(124.9)




indica que el tercer oxhidrilo de la molécula se encuentra en el anillo

D en los carbonos 14, 15, 16 ¢ 17,

Hasta aquf, se han localizado las posiciones de los dos oxhidrilos
secundarios de la molécula, el del anillo A en 3p y el del carbono 22,
faltando localizar la posicidén del oxhidrilo terciario que deberia es-
tar en el anillo D confirmado esto por las fragmentaciones anteriores;

las posiciones probables son C,, y C

14 17

El i6n rolecular, pierde también 18 unidades de masa originando
m/e 398 que a su vez pierde una molecula de agua para dar m/e 380, Este
fragmento plerde 152 unidades de masa que significa la p&dida del ani-

1llo D por ruptura en C - C,, de un fragmento que debe conte

148~ ©15 ¥ 137 €17 ;
ner dos dobles enlaces en C17- c20 y C22- C23, para dar m/e 228, Ademas
el i6n molecular pierde 72 unidades de masa (anillo A) para dar m/e 344
que a su vez plerde el anillo B que corresponde a 72 unidades de masa
para dar m/e 254, éste plerde 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 terciario se en

cuentra en la posicién 17.

En el esquema de fragmentacic'm de la sapogenina A puede observarse
que la molécula plerde sucesivamente solo tres grupos oxhidrilos en for
ma de moléculas de agua, lo cual estd de acuerdo con los demis espectros
del mismo compuesto,

Como resultado de las pruebas qu!micas efectuadas y la interpreta
cidén de los espectros discutidos, la estructura de la sapogenina A es
la siquiente:



HO

2% %9 colestadien- 3p, 17§, 22%- triol

La estructura propuesta para la sapogenina A, coincide para las
asignaciones de los desplazamientos de los carbonos en RMN de Be (es-
pectro # 15) y fueron efectuados de la siguiente manera:

Con la informacidn obtenida de los espectros de desacoplamientos
directos C-H se pudo hacer la asignacién de los carbonos no protonados,

grupos CH, t:l'-l2 Yy CI—I3 que aparecen respectivamente como singuletes, do-
bletes, tripletes y cuartetos,

Con los datos anteriores y los valores de los desplazamientos en
ppm del espectro de A sin desacoplamiento de :H, se hicieron correlacioc
nes con modelos de esteroides de tipo colestano (23 ), hidroxi y dihidro
xi esteroides (24 y 25) y ecdisonas (26) con referencia a T!S. Tales co
rrelaciones es posible hacerlas ya que los desplazamientos se pueden pre
decir, con aproximaciones, asumiendo aditividad de los efectos de los

sustituyentes cbservados,.



Deznlazanientos uimicos en RiGI de 13C obtenidos para la sapogenina A

17

Stono de carbono & (ppn) maltiplicidad *
1 35.5 t
2 32s2 t
3 68,1 d
4 41,4 =
5 137.8 s
6 124.9 d
7 42,2 t
3 137.8 s
S 137.8 s

10 52.9 5
11 35.3 d
12 28,4 d
13 43,1 s
14 56.6 d
15 22.9 E
16 45.1 t
17 90.8 s
18 12,7 c
19 21.1 (=4
20 47.8 d
21 10,3 &
22 78.8 d
23 33.1 £
24 41,2 t
25 29,0 d
26 22,5 <
27 22,7 c

(*) s2

singulete, d: doblete, t: triplete, c: cuarteto
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SAPOGE! A

£l punto de fusidn de la muestra que se aisld fue de 180-181° y se
gﬁn el espectro de masas (#18), presenta un 161 molecular m* = 430 v un
i6n e = 30,2 %y por lo tanto el niinero de ato-os de carbono, calculado
de acuerdo con la literatura ( 18 ) es:

O s & 27,05
n 1.1

Este resultado, puede confirmarse en el mismo espectro ya que el
pico base es m/e 412 v su isotopo correspondiente m/e 413 tiene una in-

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

Por lo consiguiente, el nimero de &tomos de carbono del pico base
puede calcularse en la misma forma:
- _ 30,0
n 1.1 = 27.27
El espectro de R.M.N. de 1H (100MHe) (#19), muestra cuatro proto-
nes en 3.43, 3,94, y 4.4 ppm los cuales estin unidos cada uno a un car-
bono base de oxhidrilo. Ademis el espectro de RMN de 1H (60 MHz)
muestra cuatro protones de oxhldrilos que se intercambian con agua deu-
terada, indicando gque en la molécula existen cuatro grupos OH.

La formula elemental para un ién molecular m/e 430 con 27 Atomos
de carbono y cuatro atomos de oxigeno, corresponde a C27H4204 segﬁn la
literatura ( 21 ),

Zste compuesto dié un precipitado con digitonina, indicando que
existe un oxhidrilo en 3p .

1

El espectro I.R. (#20) muestra una banda fina (m) en 3610 cm”

1 4 una banda (£) en 1050 em”), indi-

una banda ancha (d) en 3450 cm”
cando la nresencia de alcoholes secundarios, ( 27 ). La reaccidn
con Acido neryddico fue negativa, indicando que no hay oxhidrilos vicina

les,



Una banda débil y ancha en I.R. (#21) en 1650 - 1650 cm™ ', indica
1la presencia de dobles enlaces tri vy tetrasustituidos, ademas se obser-
vS una banda débil en 835, 850 cm-i, que corresponde también a trisusti
tucidn; estas insaturaciones se confirmaron por la reaccidn positiva de
B con bromo en tetracloruro de carbono y porjque en el espectro de R.M,

N, de Tu (#19) se muestra un multiplete en 5,54 ppm que integra para

un protén vinilico caracteristico en el carbono 5 de un nicleo esteroi-

dal.
Otras bandas que se observan en I R en cm_1 son:

2960 (£f) y 2870 (£) seeesessccescsssesss C-H de metilo

2925 (£) y 2845 (£) seccecavesssvsessees C-H de metileno
Y450 () wasssivsansinsissnssnnasennisns CH2 y CH3
1435 (M) seeeeescsccsscccsecscsscacesses CH,-C=CJ
1380 (m) swrssianinsiivsivineRaseiiiaee CH3
1170 (d) v 1155 ) cenvranesnasnasneons =CH (CH3)2

1000 (m), 985 (M), 925 (M) seeeesecsssess cicloalcanos

725 (d) LA AR R B R R R R R RN R R SRR R R RN (CHz)“

El espectro de RMI de 1H (100 MHz) (/19) ruestra una senal
en 0,8 ppm que integra para 6H y corresponde a los metilos de los carbo
nos 26 y 27 en una cadena de colestano. En 1.04 ppm aparece una senal
que integra para 6H y corresponde a los metilos C18 Y C19' En 1,65 ppm

hay una senal que integra para 3H y corresponde al metilo C__; en 1,62

21
ppm se encuentra centrada una senal compleja que integra para 22 pro-
tones de metilenos, metinosy oxhidrilos. La integracion total del es-
pectro de 2T (100 y 50 !Hz) corresponde a 42 protones, que estan de

acuerdo con la formula elemental encontrada por espectronetria de masas.

I1 espectro de UV ((22) muestra una sola absorcidn en 209 nn con
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un coeficiente de articidn molar de: 11 333 lo cual esti de acuerdo con

la absorcidn mue presentan los dobles enlaces aislados.

En el espectro de masas (/'18) se ohserva un 16n molecular M = 430 Tue
pierde 114 unidades de masa para dar m/e 316, también se observa que el
ién molecular pierde 12 unidades de masa para dar m/e 412 que es el pi-
co base del espectro, ésta nérdida corresponde a una molécula de agua;
este nuevo fragmento, a su vez pierde 114 unidades de masa para dar m/e
298 v 113 para dar m/e 299, estas pérdidas de 114 y otras que se obser-
van a lo largo del espectro corresponden a la ruptura de la cadena late
ral completa nas dos hidrégenos que se transfieren del nicleo a la cade
na, indicando que la cadena lateral tiene una masa de 112 unidades; es-

ta fragmentacidn es tipica en esteroides con cadena lateral abierta,(22)

Todas las fragmentaciones anteriores estin confirmadas por los co
rrespondientes metaestables que coinciden con los calculados y aparecen

en el esquema de interpretacién del espectro de masas (#18) como m®,

El fragmento m/e 359 proviene del i14n molecular por pérdida de 71
unidades de masa, ésta perdida proviene de la fragmentacién de la cade-
na lateral por ruptura alf{lica a un doble enlace; esto indica que exis-
te un doble enlace en C,_- C,. de una cadena de colestano, La cadena la

17 "20
teral tiene la siquiente estructura:

la cual se confirma por la presencia del fragmento m/e 287 que corres-
ponde a la pérdida de 71 unidades de masa del fragmento m/e 358 (rup-

tura al,
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na2

£l 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 n/e 269,

El pico base m/e 412 pierde 87 unidades de masa que corresponden a
la ruptura b de la cadena lateral con transferencia de dos Atomos de hi
drdgeno del niicleo a la cadena dando m/e 325 que a su vez pierde una mo
lécula de agua y di 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 plerde una molécula de agua para dar m/e 394 que también pierde 114
unidades de masa dando m/e 280, Esta fragmentacidén que también estd con
firmada por la presencia de metaestables, ratifica a su vez la estructu

ra de la cadena lateral.

Los fragnentos m/e 394, 293, 230, 340 y 358 pierden 15 unidades de
masa que corresponden a la pérdida de un metilo, originando los fragmen
tos m/e 379,233,265,325 y 343, que estan apoyados por los correspondien
tes metaestables,

£l i6n molecular m/e 430, se fragmenta con pérdida de 72 unidades
de masa para dar m/e 358; esto corresponde a la pérdida del anillo A

por ruptura de C1- :10 Yy C4- C que es caracteristica de la fragmenta

S,
cidn de los esteroides. Zste fragmento de 72 que se pierde 10s indica

sahe se si-

D

. (4 E .
e en el anillo A, habla un solo orhidrilo, el cual va s

: . " . ® - .
t1a o~ 1a nosicidn 3P »or la precipitacion con digitonini.
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Z1 fragiento /e 377 oroviene de la sérdida de 113 unicades de ma
51 del idn molecular (nérdida de la cadena lateral con transferencia de

un hidrdgenc), confirmando a su vez la estructura de la cadena lateral,

Se habfa mencionade que el 16n molecular pierde el anillo A (72
unidades de masa) para dar m/e 358 y éste a su vez pierde 71 unidades
de masa (d= la cadena lateral) dando m/e 287, Se ohserva que este frag-
mento pierde tres moléculas de agqua , de una en una, dando un fragmento
de m/e 252 luego 257 y finalmente 233, La presencia de este altimo frag
mento estd de acuerdo con la RN de 1H, pues indica que los anillos B,

C v D se pierden tres grupos OH en forma de moléculas de agua.

El fragmento m/e 252 viene de la ruptura del anillo B entra Cg-c11
y Ca— C,, e Esto indica que el doble enlace tetrasustitufdo no puede es-
tar en CS— Clﬂ pues no ocurrirfa esta fragmentacidén sino que se encuen-

tra en 2l anillo B en CB' Cg. Lo anterior se confirma por la presencia
en el espectro del fragmento m/e 178 que debe contener los anillos A y

B con dos orhidrilos y dos dobles enlaces,

El fragmento m/e 154 que estd presente en el espectro, viene del
14n molecular, por pérdida de 276 uridades de masa, correspondiendo a la

ruptura del anillo B en los enlaces Cy- Cyg ¥ €4 Cge Esto indica que el

8
anillo D debe contener uno de los grupos oxhidrilo y la tnica posicién

en donde puede haber un alcohol secundaric es en C,. Lo anterior se pue

de confirmar, porgue m/e 154 a su vez pierde 15 unzdades de masa, que

es el rmetilo angular Clg’ para dar m/e 139 el cual es uno de los fragmen
tos mAs intensos 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 n/e 121 el cual por perdida de
una molécula de agua origina m/e 103, La pérdida de dos moléculas de agua
del fragrmento m/e 154 confirma que en los anillos A y B, existen dos gru

pos CH,
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El fragmento m/e 121 pierde 26 unidades de masa dando m/e 35, El
fragmento m/e 154 por pérdida de 73 unidades que corresponde a la ruptu
ra del anillo A en las ligaduras Cl' C10 Y 04— C5 con transferencia de
un hidrégeno al anillo, origina m/e 81. La fragmentacidén que da origen
a m/e 81, m/e 95 y la existencia de m/e 139, confirman la posicidn del
oxhidrilo en Coe

Para fijar la posician del otro de los oxhidrilos de la molécula,
se observa en el espectro la existencia del fragmento m/e 175, el cual
estd de acuerdo con la literatura (16 ) y proviene de la ruptura del ani

1lo C en las ligaduras C12— C13 y Cg= (=) n dando un fragmento inestable

1
de m/e 208 que rapidamente pierde un metilo y una molécula de agua. Esto
indica que uno de los oxhidrilos se encuentra en el anillo D ya que es-

tin 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 fragmentacisn solo es posible si m/e 108 tie-

ne la sigquiente estructura:
[ = #*

HC

H

H
H

con doble enlace en C15' Clﬁ' La pérdida de 67 unidades de masa de m/e
175, estd confirmada por la presencia del correspondiente metaestable

en 66,5 (n* calculade 66,.5), La subsecuente fragmentacian de m/e 175 con
firma su estructura y por lo tanto la posicién del oxhidrilo en 16, vya
se encuentra presente el fragmento m/e .18 que corresponde a la pérdida

de 37 unidades de masa de n/e 175, hdemas,m/e 175 pierde 71 unidades de



~E

masa (ruptura C_,- 631} originando m/e 104 que se encuentra presente en

22
el espectro v tanbién origina los fragmentos m/e 119 v m/e 105 mque corres
ponden a las rupturas 2 y e respectivamente con transferencia de un hi-

drégeno de la cadena al nicleo,

Otra fragmentacidn de m/e 175, es la pérdida de 42 unidades de ma
sa que corresponde a la ruptura f de la cadena lateral con transferencia
de un atome de hidrdgeno hacia el anillo D. Esta fragmentacidn origina
m/e 133 y confirma la presencia del isopropilo el cual también se obser
va por la presencia de m/e 43 en el espectro de masas,

El fragmento m/e 175 pierde 84 unidades de masa que corresponden
a la ruptura > de la cadena lateral con transferencia de un Stomo de hi

drégenc de ésta al nicleo, originando m/e 91e

Con todas estas fragmentaciones, que confirma la estructura de m/e
175, se ratifica a su vez la posicidn del oxhidrilo en C16'

Por lo que se ha discutido hasta ahora, sobre el espectro de na-
sas de la sapogenina B, el cuarto oxhidrilo, de la molécula debe estar
en el anillo C, en el cual existen dos posibles posiciones para un alco

hol secundario: Cily c12‘

El fragmento m/e 208 , se puede formar por la ruptura ¢ del anillo
C perdiendo una molécula de agua para dar origen a m/e 150, este fragmen
to contiene el anillo D y la cadena lateral. Un fragmento de la misma ma
sa m/e 208 se origina por la pérdida de 14 unidades de masa de n/e 222,
Este nuevo fragrento 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
presente en el e#pectro ¥ que se confirma por su correspondiente metaes

table 142,2 (m* calculado 142,2), Esto indica que el cuarto oxhidrilo se

encuentra en el carbono 11,
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Ademds el idn molecular se fragmenta por las ligaduras Co~ Cyp ¥
C7- CB originando m/e 293 al perder 137 unidades de masa, Este fragmen-
to pierde a su vez 54 unidades de masa que corresponde 2 una ruptura
2

Caq= qu Y Ca- Cld' originando un fragmento m/e 239 que se encuentra en
el espectro; lo anterior confirma la posicidn del oxhidrilo en 11,

De acuerdo con los espectros discutidos, se propone la siguiente
estructura para B:

OH

55'8(9}'17(203- colestatrien- 3, 7§, 11§, 16§ -tetraol

La asignacién de los desplazamientos de los carbonos en RMN de 13C
(espectro #23) de la sapogenina B, se hizo en forma similar a la sapoge
nina A,

Con la informacidén de las multiplicidades obtenidas del espectro
de desacoplamiento C-H v los valores de los desplazamientos en ppm del
espectro de B sin desacoplamiento de 1'H, se hicieron correlacionss con
modelos lo mis adecuados nosibles de esteroides con referencia a TMS
(23, 24,25, 26,28). Los valores que resultan de la 151*;-1-1016:1. son
realmente anroximados va gue no existen modelos exactamente del nismo

12
tino informados e 12 literatura de "°C

Lo



ESQUEMA DE PRAGMENTACION DE SAPOGENINA B
EN ESPECTROMETRIA DE MASAS
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233
=18 =, 304.9
(304.7) -18 25]
g 340
-|5l -18 7. 3229 =7 -18[
(322.8)
e 358 ——A—e287—2h——49
(252.1)
m*= 2975 1
298.0 __..._5_______
(298.0) 343

317 (232.5) n 9
42 —8 _5 325 |
'“'rsii‘.f 8|7
N4
e, oo e i”.,’ 394 307
(281.0)
L =15
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PARTE EXPERIMENTAL
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Desplazanientos Quimica::{ljﬁgisgijjg obtenidos para la sancgenina 3
Atono de carbone & (ppm) rultiplicidad *
1 40,1 t
2 32,4 t
3 67.9 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
12 31.9 t
i3 42.8 s
14 56.4 d
15 31.9 t
16 75.6 d
17 136.0 s
18 14.4 c
19 16.4 c
20 109,6 s
21 27.1 c
22 39.8 t
23 23.7 t
24 42.4 t
25 28,8 d
26 25.9 c
27 25.8 c

* s: singulete, d: doblete, t: triplete, c:icuarteto
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La a‘reviatura ccf significa cromatografia en capa fina, la cual se
hizo siempre en gel de silice tipo 60 de lerck o en gel de silice
GF-254 tipo 60 de Merck.

En cep o sea cromatograffa en capa preparativa se utilizd gel de
silice GFf'-254, con espesor de 2 mm,

En las columas de cromatografia empleadas para todas las separa-
ciones, la proporcion de muestra a sflice fué de 1:100,

En cromatografia en colurnna, en todos los caso se utilizd zel de
sflice tipo 60 de lMerck (0.063-0.2 rm),

Se utilizaron como reveladores, mientras no se indique lo contrario,
Acido sulfiirico 5! o sulfato cérice .
Los valores descritos para los Rf, estin multiplicados por el factor
100, de acuerdo con la definicidn de Stahl (29).

Las iniclales CGL significan cromatografia de gas-1i{quido.

Los espectros de IR, RIN de 1i-l RN de 13C y masas fueron corridos
en el Instituto Politéctino Federal de Zurich, 3uiza para las sapo-
geninas A y B. Todos los demds esnectros fueron realizados en la 22
visidn de Hstudios Superiores de la Facultad de “uimica de 1a WA,
incluyendo los trabaios de cromatografia de gases.

Zn los espectros de IR, las abreviaturas que se utilizan sen: (f);
fuerte, (m): mediana, (d): débil.

Los esnectros de RIIT de 1H se corrieron utilizando trimetil silano
(T:13) como referencia externa,

mos espectros de UN de 132 se corrieron utilizando TH3 como referen
cia interna.

Todas las evaporaciones, incluyendo las -ue se llevaron hasta seque-
dad se hicieron en rotavapor.

Los suntos de fusidén fueron tomados on un aparato de Fisher-Jones

i s
se oncuentran sin correccion.
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: : s *
Ajclamiento v nurificicion de las sapogeninas A y B

T2 extraccidn 4 separacion de las dos sanogeninas se hizo utilizan
do dos procedimientos (diagrama I y diagrama II), debido al hecho de que
al realizar el primer -rocedimiento usando hexano como disolvente de ex-
traccidn =e extrajeron compuestos menos polares los cuales interfirieron

s

en la sepurncién Y gurificacién de las sanogeninas A v B.

%l rrocedimiento IT es una rodificacién del I con la ventaija de

Tue 1a senaracion de las dos sapogeninas fué mis eficiente.

PROCEDIIMIITO I (diagrama I) (Diosgenina, Calibagenina, 3apogeninas A y

2 kilos de rizoma de Calibanus hookeri, previamente molidos y seca

dos 2 la intenwerie y luego en estufa, se extajeron a reflujo con hexano
durante 53 h, Después de filtrar en frio, se obtuvo un residuo el cual
se secd (1230 g) y se hidrolizd por partes, empleando 700 ml de acido
clorhidrico concentrado en 7 1 de agua (»mor cada 1000 g) v calentando a

reflujo durante 18 h,

£l producto de reaccion se filtrd, desechando la solucidn, El resi
duo sblido resultante, se neutralizd agitando con bicarbonato de sodio
al 5 %, se Filtrd y se lavd con aqua destilada hasta pil 7; se secd Yy se

extraio a refluio con hexano,

Z1 filtrado hexinico se evapord en rotavapor y el extracto crudo
de color rojizo y aspecto chicloso pesé 19.5 g.
S5e hizo ccf usando sistemas eluyentes de diferente polaridad, en-

contrindose que en bencenc-acetato de etilo (50:40), se observaron el

B)
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~avor nfmero de manchaz mas o wenos definidas al revelar, 3e montd
una columa en el misto rmedio v se anlicaron 19 g del extracto crudo;
se colectaron 104 fracciones de 150 ml cada una.

Cn las fracciones 10 a la 12, por comparacidn con patrones, se
verificd la presencia de diosgenina. Je llevaron a sequedad estas
fracciones v nesaron 616 mg. Por recristalizaciones sucesivas de
metanol, metanol-hexano y metanol-cloroformo se obtuvieron 220 mg
de cristales blancos de Pf 2040. Por comparacidn con una muestra au-
téntica en ccf en diferentes medios eluyentes y utilizando métodos
espectroscopicos se identificd como diosgenina, (espectro de masas
i#1, espsctro IR i#2), También se identificd por cromatografia de gas-1i
quido, (cromatograma 3),

De las fracciones 23 a la 29, cristalizd de metanol un compuesto
amarillo, Por recristalizaciones sucesivas de netancl, metanol-agqua,
metanol-hexano y metanol-acetona se obtuvieron 1.273 g de cristales
blancos de punto de fusidn 191-192°, Por comparacién de Rf en ccf
v de sus propiedades espectroscdpicas ( 4 ) con muestra auténtica se
identificd como calibagenina, (espectro de RN de 1H #14 y espectro
IR +15)., Utilizando cromatograf{a de gas-liquido con el método de re-
ferencia externa también se comprobd la presencia de calibagenina,

(cromatograma #6),
Las fracciones 41 a la 57, presentaron en ccf una mancha princi
pal de color ladrille al revelar después de reunir, secar y pesar, Jue

d5 un residuo de 2,7 g de color café-rojizo v apariencia cerosa.

3e orobaron diferentes sistemas eluyentes en ccf y en hexano-ace

tato de etilo (30:70) se obtuvo la mejor resolucidn.

Se montd una colurna en el mismo medio eluyente y se colectaron
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2097 fracciones de 10 ml cada una, Las fracciones donde se observé
en ccf,la mancha principal, se reunieron v se obtuvo después de se-
car 1.012 g de un producto crudo de color amarillo v apariencia ce-

rosa.

Al cristalizar de disolventes puros y mezclas de cloroformo-he-
xano, acetato de etilo-hexano, metanol-hexano, acetona-hexano y 1l
controlar en ccf, se observd que siempre permanec{an algqunas impure-
zas y en diferentes medios eluyentes la mancha principal aparecia
alargada al revelar, lo cual indicaba que podria tratarse de una
mezcla, Consecuentenente se buscaron otros medios eluyentes en ccf
v en el sistema n-butanol-benceno-cloroformo (20:30:80) se observa-
ron dos manchas de color ladrillo con Rf de 42 y 51, se montd una
columna usando el mismo medio y se colectaron 1330 fracciones de 40
gotas cada una., La separacidn en esta forma no fue eficiente, puesto
sue muchas fracciones contenfan la mezcla de las dos sapogeninas im-

puras (395 mg) vy 286 fracciones la sapogenina B impura (202 mg).

De nuevo se ensayaron otros eluyentes en ccf con el fin de ohtener
una mejor separacidén; en el sistema n-butanol-cloroformo-hexano
(20:80:20) s2 encontraron rque los Rf para la mezcla de las dos sapoge-
ninas eran de 63 v 51, 3e nontd una columa con el medio eluyente an-
terior y se colectaron 540 fracciones de 20 gotas cada una. Las frac-
ciones que contenfan cada una de las sapogeninas separadas, se reunieron

Yy se evaporaron a sedquedad,

La -urificacién de cada una de estas sustancias se hizo por re-

cristalizaciones sucesivas de hexano, cloroformo-hex@no, acetato de
- -
etilo-hexano, metanol-hexano y metanol benceno., Ademas se uso croma=-

tograf{n en capa prenarativa, corrida 6 veces en hexano-acetato de eti-

lo (50:30) v nor sevarado 4 veces en acetona-cloroformo (30:30).

Se ohtuvaeron 32 g de sanogenina A, en forma de nolvo blanco con
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= 1571707 ¥ 300 115 de sarogenina B tahian conn polvo blanco con Pf

y F1 . {Ziagrasa TI)

Y kg de nlinta molida v seca a la intennerie v luego en estufa,
se extra’eron a reflu’io con hexano, exhaustivanente hasta agotamiento
controlands por ccf, se filurd en caliente, o teniéndose una solucidn
(3) v 11 residuo (1) -ue se secd y pesd 2700 g.

SarzIoN (3)

Zste filtrado evaporado y seco al vaclo nesd 122 q, se disolvid
en la afnina cantidad de cloroforio en caliente se precipitd con meta
nol v se enfrid con hielo, Después de filtrar, se obtuvo un solido

amarille denoninado residuo (C) de asnecto ceroso y una solucidn (N):
Residuo (C) (n-Hentacosano)

Después de llevar 2 sequedad pesd 31 g, se montd una columna utili
zando cloroformo como eluvente; en las fracclones 1 a la 7 al controlar
en ccf v revelar con feido fosfomolibdico (107 en metanol), se observaron
tres nmanchas siendo de color azul la principal de ellas. Estas fraccio
nes se reunieron, se secaron al vacio y pesaron 608 mg; se montd una co
lumna usando como eluyente hewano-cloroformo (40:60), 3e colectaron 411
fracciones, de 2 ml cada una, en las fracciones 127 a la 250 se aislo el
conpuesto que al revelar did color azul. Después de recristalizaciones
sucesivas en metanol-acetona y metanol-cloroformo, se obtuvieron 41 mg,
de un polvo blanco de Pf 560. Se corrieron los espectros de masas (es-
pectro #7), IR (espectro i#8) y R 1H (60 MHz) (espectro i19).

Solucidx: (N) {Colesterol y p-sitosterol)

El filtrado se evapord y se llevd a sequedad al vac{o quedando un
residuo rojo de aspecto aceitoso; por medio de cristalizaciones fraccio
nadas en cloroformometanol se obtuvieron 1,02 g de aguijas amarillas que
por recristalizaciones sucesivas en acetona-metanol vy metanol se recupe

raron finalmente 738 ng de aguias blancas de Pf 130-1320.



En diferentes medios eluyentes se compararon los Rf con patrones
de colesterol y Pp-sitosterol; utilizando cromatografia de gas-1iqui-
do se comprobd la presencia de una mezcla de estos dos esteroles (cro-
matograma # 10), (30),

RESIDUO (R)
Se hidrolizd por partes, en forma similar al procedimiento I, la
mezcla de reaccidn se enfrid, se filtrd y se obtuvo un residuo O y una

solucidn 3cida P que contenfa los aziicares de las saponinas,

Solucidn (P) (Azlcares)
Se tomd una alfcuota de 150 ml, se neutralizd con bicarbonato de
sodio al 10 %, se decolord con carbdn activado v después de filtrar se
concentrd en el rotavapor aproximadamente hasta la mitad; a continua-
cidén se hicleron precipitaciones sucesivas de material inorgénico usando
metanol,se £iltrd y se concentrd en rotavapor hasta obtener un residuo

de aspecto viscoso.

Esta mezcla de azlicares se comparé en ccf con patrones de glucosa,
galactosa, fructosa, arabinosa, ribosa, ramnosa y sorbosa. Se utilizd
gel de silice tipo 60 de Merck impregnada con icido bdrico 0,02 M,co-
mno eluyente: n-butanol-acido acético—agua (40:10:10) y como rewvelador é

cido sulfirico-anisaldehido.

e emp1e6 cronatografia de gas-1{-uido para 1z identificncisn,

(cromatograma # 11)
Residuo (0) (3anogeninas A vy B)

Se neutralizd zgitando con hicarhonats de sodio al 5
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3 1 1 v - o 2
tré v 1avd con agui destilada hasta oH 7, se seco v se extraio con aceta
to de otilo axhzustivasente a refluio hasta jque por control en ccf la
aanchia de color ladrilleo que correspondia a la 1ezcla de sapogeninas A

=F s
y 3 desaparecio,

Ce £iltrd Yy se evapord a sequedad, obteniéndose un polvo de color

. N -
rojo obscuro que peso 155 q.

Con el fin de eliminar 13 mayor cantidad de sustancias menos pola
res que las sapogeninas A y 2, las cuales son muy solubles en metanol,
se agitaron sucesivasente 150 g del nolvo rojo con metanol frio, deiando
luego en revnoso, Sste proceso se repitié hasta que no se observo forma-
cidén de orecipitado, se filtrd, se secd y pesd dando 5.2 g. Por compara
cidr con solucidn del polvo rojo obscuro en ccf usando como eluyente
henceno-acetato de etilo (60:40) se ohservé que realmente se eliminaban
casi todas las sustancias menos polares que la calibagenina, la cual se

tomd como punto de referencia,

El filtrado de color roio, libre as{ de gran parte de sustancias
interferentes, se evapord 2 sequedad obteniéndose 113 g de un polvo de

color rojo.

20 g del anterior, se aplicaron a una columna utilizando n-butanocl-
cloroformo-hexano (20:80:20) como eluyente. Se obtuvieron 70 fracciones

de aproximadamente 200 ml cada una.

Las fracciones 23 a 64 contenian la mezcla de sapogeninas A y B
las cuales se reunieron y después de llevar a sequedad al vacie pesaron
4,51 g, se disolvieron en la minima cantidad de cloroformo y se precipi
t6 con hexano caliente, de esta forma se elimind parte de la coloracién
roja en forma de un "chicle" jue se pegaba a las paredes del matraz,
Z1 filtrado obtenldo en caliente se llevd a sequedad y se cristalizd

sucesivaiente de metinol-hexano,
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Se recuperd un polvo amarillo que pesd 1.62 g, se aplicd en una
columna y de nuevo se utilizd como sistema eluyente n-butanokclorofor

mo-hexano (20:80:20); se colectaron 82 fracciones de 20 ml cada una,

Las fracciones 10 a 23 contenfan sapogenina A en mayor propor-
cidén por control en ccf, las fracciones 24 a 32 resultaron ser una mez-
cla de las sapogeninas A y B y las fracciones 33 a 77 contenfan sapoge-
nina B.

La 'purificaciGn de cada una de las sapogeninas se hizo por recris
talizaciones sucesivas en los mismos sistemas de disolventes utilizandos
en el procedimiento I, En forma similar, se utilizd cromatografia en
nlaca preparativa vy adends 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° respectivamente, Se comprobd
1a pureza de las sapogeninas A y B por cromatografia de gas-1iquido (cro
matograma /%) y se corrieron los espectros de:
sapogenina A: masas (espectro i+ 12)

IR (espectros i 13 y # 15)
RIGI de H (100 MHz) (espectro # 14)
RID! de *°C (25,2 MHz) (espectro i 15)
UV (espectro it 17)
y los espectros de RM! de 13(: de desacoplamientosC-H,
sapogenina B: masas (espectro ! 18)
RIT d= 1H (100 MHz) (espectro i 19)
IR (espectros it 20 y i 21)
UV (espectro # 22)
RIN de 1°C (25,2 MHz) (espectro # 23)
y los espectros de Rl de 1H (60 Miz) v de desacoplamientos C-H en RIT

de 13:.
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