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RESUMEN

Las especies peruanas del género Dioscorea, pueden ser utilizadas como fuente de
sapogeninas, a partir de las cuales se sintetizan hormonas esteroidales.
Se emplearon rizomas frescos, procedentes de muestras recolectadas de diferentes localidades
de los departamentos de San Martin, Loreto, Ucayali y Cusco. Estos fueron sometidos a
procesos de licuacion, hidrélisis acida, a partir de la cual se obtiene un residuo insoluble, el
que se sometid a extraccion con éter de petroleo a 60 — 70°C, obteniéndose cristales de color
blanco. Estos fueron separados y purificados por cromatografia en capa fina y en columna de
silica gel.
El porcentaje de sapogeninas no fue mayor al 2%, y por sus propiedades fisico-quimicas, y sus
espectros de IR, RMN - 'H y de masas, se concluye que el compuesto obtenido corresponde a
diosgenina.
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STEROIDAL SAPOGENINS STUDY OF PERUVIAN SPECIES OF
THE GENUS DIOSCOREA

ABSTRACT

The peruvian species of genus dioscorea may be used as a source of sapogenins from which
the steroid hormones are synthesized.
The fresh rhizonce used coming from samples croped from different places of San Martin,
Loreto, Ucayali and Cuzco regions. They were put in liquefaction process and acid hydrolysis,
and starting from that is obtained and insoluble residue; which is subjected to extraction with
petroleum ether at 60 -70°C getting finally white crystales. After that they were separated and
purified by fine layer cromatographic and in silice gel column.
The percentage of sapogenins was not greater then 2% and in according of its
physicochemical propierties and IR, 'H-NMR and mass spectra on deduced that the obtained
compound is a diosgenin.
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INTRODUCCION
En el Perq, la investigacion de los recursos vegetales constituye un reto para nuestro
desarrollo, como: la busqueda de materias primas de alto contenido en proteinas para la
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alimentacion, fuente de colorantes, antioxidantes, repelentes e insecticidas naturales, de
principios de actividad anticonceptiva; todo esto, ligado a una larga tradicion cultural donde el
uso artesanal de esta riqueza vegetal y la medicina tradicional ocupan un lugar importante en
el mantenimiento del bienestar y del estado de salud de nuestra poblacion. De estos recursos el
género Dioscorea, familia Dioscoreaceae, es una fuente de sapogeninas esteroidales que se
encuentran en la planta como saponinas. La diosgenina es un precursor de muchos esteroides
de actividad farmacoldgica y es obtenida comercialmente de dioscorea; entre las 600 especies
conocidas de dioscorea, se encontr6 que las mas promisorias eran: D. spiculiflore (México),
D. mexicana (México), D. floribunda (México), D. composita (México y Guatemala), D.
tokoro (Japon), D. balcanica (Europea), D. belizensis (América Central), D. deltoidea (India)
y D. prazeri(India). "’

En el Peru existen alrededor de 52 especies descritas desde el punto de vista botanico, las
cuales son reportadas, desde el punto de vista quimico, dos especies: D. stelgenienia y D.
decorticans™.

En los estudios realizados sobre sapogeninas esteroidales, la diosgenina es la mas
ampliamente usada en la industria de anticonceptivos; fue descubierta en 1936 por Fujii y
Matsukawa’, pero fue recién en 1943 que Russell E. Maker y colaboradores descubren el
potencial de las sapogeninas extraidas de plantas para la semisintesis de estas hormonas’.

Esta investigacion esta orientada al estudio fitoquimico de las especies silvestres del género
Dioscorea como fuente de sapogeninas esteroidales, que posteriormente podria contribuir al
desarrollo socio-econdomico de una determinada region, donde se podrian cultivar las especies
seleccionadas que tengan valor comercial.

Estudio botanico del género Dioscorea linneo
Las especies del género Dioscorea son conocidas en diferentes paises con denominaciones
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diversas, tales como “fiames”, “iflames” y “yan”; en nuestro pais una especie comestible, D.
trifida se conoce con el nombre de “Sachapapa”, “cosh-cush yam”. Este género tiene muchas
especies, la mayoria tropicales y varias distribuidas en areas subtropicales ¢ incluso existen
unas pocas especies alpinas. Las especies tropicales crecen en forma silvestre, tanto en Africa,
Asiay Oceania como en América’.

De las 52 especies peruanas de dioscorea’, se han estudiado 22, de las cuales solo se han
identificado 16 especies (tabla 1), cuya posicion sistematica es la siguiente: division:
Faner6gamas; subdivision: Angiospermas; clase: Monocotiledoneas; orden: Liliales; género:
Dioscorea.

PARTE EXPERIMENTAL

Identificacion de las especies de dioscorea

Las especies fueron identificadas por la bidloga Joaquina Alban del Museo de Historia
Natural Javier Prado, Universidad Nacional Mayor de San Marcos y el bidlogo Alfredo
Tupayachi del Museo de Historia Natural, Universidad San Antonio de Abad del Cuzco.

Determinacion del contenido de sapogeninas esteroidales
Los principios de esta técnica se basan en los procesos de maceracion, hidrolisis y extraccion.

Método de extraccion

Las raices de las muestras se cortaron en trozos pequeflos y se maceraron con un peso igual de
agua enuna licuadora por 5 minutos. Se tomaron 100 gr. de muestra macerada, se colocaron en
una capsula de porcelana de 250 ml y se llevé a una estufa a 100 (£2)°C, durante 12 horas para
la determinacion del peso seco. Una segunda muestra macerada de 100 gr es utilizada para la
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hidrolisis, colocandola en un balén de 500 ml al que se adicionaron 115 ml de solucién de HC1
3, 5 N hasta obtener una normalidad final de entre 1, 9 — 2, IN. La mezcla se hirvié a reflujo
durante 4 horas, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se agregdé 250 ml de solucion de
bicarbonato de sodio 1, 9 N poco a poco hasta neutralidad; se filtré la mezcla al vacio en un
embudo Buchner, el residuo solido que quedo se lavo de 8 a 10 veces con volimenes de 50 ml
de agua destilada, y luego, el residuo se seco en una estufa entre 65 — 75 (x 2)°C durante 12
horas 0 a 105°C durante 4 horas. El residuo se coloco en un cartucho de papel filtro, el cual se
introdujo en el interior de un extractor Soxhlet de 100 ml de volumen, realizandose la
extraccion con éter de petroleo, durante 20 horas a una temperatura de 60 —79°C, recibiendo la
solucion en un balon de 125 ml. Terminada la extraccion, el volumen de solvente se redujoa 10
ml y se dejo reposar a temperatura ambiente por varias horas, obteniéndose de este modo
cristales de color blanco o blanco amarillento, que fueron lavados con éter frio, secados y
recristalizados en acetona.

Método de separacion y purificacion cromatografica

Cromatografia preparativa de capa fina

El extracto crudo de sapogeninas obtenido se examino por cromatografia preparativa en
cromatofolios y cromatoplacas de silica gel 60 (0, 25 mm de espesor), utilizando diferentes
mezclas de solventes, obteniéndose una buena separacion con la mezcla de solventes
cloroformo — etanol (99 : 1 v/v). Los componentes del extracto crudo de sapogeninas fueron
localizados en el cromatograma por aspersion con una solucion de acido sulfurico al 50% y
calentando a 100°C hasta desarrollo del color caracteristico. También se us6 como revelador
una solucion de tricloruro de antimonio en cloroformo, y el reactivo de Lieberman — Burchard
(con calentamiento a 110°C).

Cromatografia analitica de capa fina

Los componentes del extracto crudo fueron separados por cromatografia analitica de capa fina
en cromatofolios de silica gel 60 F,,, (espesor 0, 2 mm) y en cromatoplacas de silica gel 60 F,,,
con zona de concentracion, usando como mezcla de solventes cloroformo-etanol (99 : 1 v/v).
Las bandas de los diferentes componentes del extracto crudo de sapogeninas fueron
localizadas en el cromatograma con luz utravioleta, y separados en forma independiente.

Cromatografia en columna

Se empled la cromatografia en columna para la purificacion completa de los diferentes
componentes del extracto crudo de sapogeninas, previamente separadas por cromatografia
analitica de capa fina. Se utiliz6 dos columnas de vidrio: una de 15 mm de diametro interno por
60 cm de longitud, y otra de 16 mm de diametro interno por 75 cm de longitud, empacadas con
silica gel 60 (particulas de 0,2 — 0,5 mm, 30 — 70 mesh ASTM), y usando como eluyente la
mezcla cloroformo—etanol (99: 1 v/v).

Las muestras se aplicaron disueltas en cloroformo en volimenes de 0,5 —2 ml, y se eluyo con
la mezcla ya mencionada a una velocidad de 20 gotas por minuto. Se recolectaron 120
fracciones de 2 ml cada una, en un colector de fracciones. La pureza de cada fraccion
recolectada se verifico por cromatografia analitica de capa fina.

Identificacion espectroscépica
Para la identificacion y determinacion estructural de la diosgenina se utilizaron los siguientes
equipos espectroscopicos:

Espectrofotéometro infrarrojo Perkin Elmer 577: laboratorio de quimica de la Pontificia
Universidad catélica del Perti.
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Espectrometro de resonancia magnética nuclear de 300 MHz Bruker: departamento de
quimica de la Universidad de Nottingham - Inglaterra.

Espectrometro de masa MM7070E: departamento de quimica de la Universidad de
Nottingham - Inglaterra.

RESULTADOS Y DISCUCION

Determinacion del porcentaje de peso seco:
El porcentaje de peso seco de los rizomas de las especies del género Dioscorea, se determina
delasiguiente manera:

_(pmn - h) P - Pesodelamuestra huimeda
%o pms = x 100 h :Pesodeagua

mh P... :Porcentajedepeso secodelamuestra

Determinacion del porcentaje de sapogeninas esteroidales
El porcentaje en peso del contenido de sapogeninas esteroidales extraidas de los rizomas de las
especies del género Dioscorea, se calcula de la siguiente manera:

% se = P2 x 100
-

se :sapogeninas esteroidales.
p., :pesodesapogeninaobtenida.
P... :pesodemuestraseca

En los estudios cromatograficos de extractos de sapogeninas esteroidales se aislaron dos
fracciones, una de un punto de fusion de 61°C (la cual no fue estudiada), y otra de
204 - 207°C que dio una coloracion rosada con el reactivo de Lieberman —
Burchard caracteristico del anillo ciclopentanofenantreno de las sapogeninas
esteroidales (tabla2).

Espectro IR
cm’ :3400,2920, 1630, 14401450, 1370, 1240 1250, 10401060, 975, 900, 790 — 870.

Espectro 'H-RMN

ppm: 0,79 (singulete), 0,79 (doblete) J 6, 0 Hz, 0,97 (doblete) J 7,0 Hz, 1,03 (singulete), 3,37
(triplete), J 10,9 Hz, J grande, J grande 3,45 (doblete, doblete, doblete), J 10,9 Hz, ] 4,0 Hz, J
1,5Hz, 3,50 (multiplete), 4,41 (cuadruplete),J 7,5 Hz 5.35 (doblete), ] 5,2 Hz

Espectro de masas C,,H,,0,

Masa molecular espectroscopica: 414,3134; Masa molecular experimental: 414,3078

Masa (m/z) - % Intensidad relativa: 414 (5,87%), 342 (16,37%), 300 (21,54%), 282
(44,28%),271(26,62%), 139 (100,00%) .
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Tabla 1. Presencia de sapogeninas esteroidales por especies de acuerdo a la zona,
habitat y ecologia

Presencia de
Especie Zona de recoleccion | Habitat y ecologia sapogeninas
esteroidales
1. Dioscorea Dist. Zapatero En relieve inclinado.
acantogene Prov. Lamas Bosque secundario en Negativo
Rusby Dpto. San Martin regeneracion.
Dist. Zapatero Bosque secundario en
Prov. Lamas regeneracion, 10 afios. Negativo
Dpto. San Matin
2. Dioscorea Dist. Calzada Planta cultivada en area|
t}”l’fl‘d{l L. Prov. Moyobamba experimental del CIPA. Negativo
Dpto. San Martin
Prov. Pucallpa Planta cultivada .
. Negativo
Dpto. Ucayali
3. Dioscorea Préximo al rio Bosque secundario.
rumicoides Cumbaza. Bordes de caminos.
Grises Dist. Tarapoto Suelos arenosos. Negativo
Prov. San Martin Relieve plano. Bosque
Dpto. San Martin seco tropical.
4. Dioscorea Dist. Cusco Bosque seco tropical.
syringitolia Prov. Huallaga Negativo
Kuntl'y Scham | p6. San Martin
5. Dioscorea Caserio Barranca Bosque secundario en
samydeaMarth | Prov. Huallaga regeneracion, 10 afios. Positivo
ex. Grises Dpto. San Martin
Queb.Aguashiyacu | Bordes de camino
Prov. San Martin Positivo
Dpto. San Martin
Queb. Valencia Bordes de camino
Prov. Huallaga Bosque seco trop'ical. Positivo
Dpto. San Martin Bosque sqgundarlo en
regeneracion.
Dist. Caspizapa Bosque en
Prov. San Martin regeneracion. Positivo
Dpto. San Martin
6. Dioscorea Queb. Tioyacu Bordes de camino a la
dodecanura Caserio Barranca quebrada de Tioyacu .
Vell Prov. Huallaga Negativo
Dpto. San Martin
7. Dioscorea Colina Zapatero Bosque secundario en
amarantoides | Dist. Zapatero regeneracion por 5
Presl var. Prov. Lamas afios y en ladera de Positivo
Decorticans colina. Zona de vida:
(Pressl) Uline Bosque seco tropical.
sigue ...
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8. Dioscorea Queb. Valenciaa 5 Bordes de camino
amarantoides km. Bellavista Bosques secundarios en
Presl. var. Prov. Huallaga regeneracion por 5 Positivo
Pendula Dpto. San Martin afios. Bosque seco
tropical.
9. Dioscorea aff | Loc. Pucalobo Bordes de camino
glandulosa Dist. Banda de Bosque seco tropial
Klasts ex. Shilcayo Positivo
Knuth Prov. San Martin
Dpto. San Martin
10. Dioscorea aff | Loc. Pucalobo Bordes de camino
moyobambensis | Dist. Banda de Bosque seco tropical
Knuth Shilcayo Positivo
Prov. San Martin
Dpto. San Martin
11. Dioscorea Loc. Pucalobo Bordes de camino
amarontoides | Dist. Banda de Bosque seco tropical
Presl var. Shilcayo Positivo
Cruminifera | Prov. San Martin
Dpto. San Martin
12. Dioscorea sp | Loc. Pucalobo Bordes de camino
(1) (material Dist. Banda de Bosque seco tropical.
botanico Shilcayo Negativo
escaso) Prov. San Martin
Dpto. San Martin
13. Dioscorea sp | Caserio Barranca Bosque seco tropical.
(2) gm.aterial Prov. Huallaga Negativo
botanico Dpto. San Martin
escaso)
14. Dioscorea sp | Comunidad Witota de | Bosque tropical de
(3) (Ferruiio) | Pucarquillo suelo arenoso arcilloso .
Prov. Iquitos Positivo
Dpto. Loreto
15. Dioscorea Valle Pumahuanca Vegetacion de monte
mo.nodelpha Prov. Urubamba arrol_lad_a en Negativo
Griebs Dpto. Cusco asociaciones de
rapanea.
16. Dioscorea s, Prov. Pucallpa Bosque seco tropical, .
4) v Dpto. Ucay;ﬁi Zoma de outivo. | Negativo
17. Dioscorea Prov. Yurimaguas Bosque seco tropical .
sp(5) Dpto. Loreto Positivo
18. Dioscorea Via Cusco— Calce - | Debajo de rocas,
aff vargassi Urubamba voluble en Negativo
Localidad Valle de cardiospermun, suelos
Huaraz. Dpto. Cusco | 2930 m.s.n.m.
sigue ...
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19. Dioscorea
coriacea H.

Localidad: Estacion
Bioloégica De Hiunay
— Huayna Camino Al

Bosque humedo
voluble entre chasquea
y olira.

Complejo Altitud; 2700 msnm
Arqueoldgico de .
Huifiay — Huayna Positivo
Santuario Historico
de MachwPicchu.
Prov. Urubamba
Dpto. Cusco
20. Dioscorea Localidad: Voluble en cafetales,
bulbigera L. Inmediaciones de llegando de 2,5 a 3 m.
Aranjuez a 7 km. de
la ciudad de Positivo
Quillabamba.
Prov. La Convencion.
Dpto. Cusco
21. Dioscorea Localidad: Intipunco | Suelos humosos al
incayensis y Huiflay Guayana— | borde de bosque
Camino Inca htmedo.
Santuario Historico | Altitud: 2550 m.s.n.m. *
de Machu—Picchu.
Prov. Urubamba
Dpto. Cusco
22. Dioscorea sp | Localidad: Pueblo De | Suelos humosos entre
(6) Aguas Calientes, via | roquedales tubérculos
Cusco —Quillabamba. | de 0,30 m. de Positivo
Dpto. Cusco. profundidad, voluble
en miconia.

*  Elmaterial recolectado no fue suficiente pararealizar el analisis quimico.
sp: Especienoidentificada

Tabla 2. Resultados del analisis fisico - quimico

o, o o, :

Especie Hum/zdad Muestfa seca A)esst?r)gig«;:lt:;as
D. acanthogene Rusby 87,18 12,82 --

D. trifida L. 83,35 16,65 -

D. rumicoidea Grises 85,58 14,42 -

D. syringifolia Knuth y Shan 86,38 13,62 --

D. dodecaneura Vell 89,13 10,87 -

D. monodelpha Griebs 93,92 6,08 --

D. samydea Perth ex Grises 74,64 25,36 0,6488

D. amarantoides Pres1 84,68 15,32 0,8740
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... viene
var. Pendula (Poepping)
Knuth
D. aff. glandulosa 47,70 52,30 1,0615
Klartz ex Knuth
D. amarantoides Pres1 84,91 15,09 1,7484
D. amarantoides Pres1 88,20 11,80 1,7520
var. decorticans
(Pres1) Uline
D. aff. Moyobambensis 62,00 38,00 1,8431
Knuth
D. aff. Vargasssi 93,92 6,08 --
D. coriacea 95,53 4,47 0,7824
D. bulbigera 86,65 13,35 0,4643
D. incayensis Knuth * * *
D. sp. (1) 86,12 13,88 --
D. sp. (2) 82,37 17,63 --
D. sp. (3) 87,01 12,99 2,0210
D.sp. (4) 86,45 13,55 Positivo
D. sp. (5) 83,67 16,33 0,0850
D. sp.(6) 86,32 13,43 1,0805

*  Elmaterial recolectado no fue suficiente para realizar el analisis fisico - quimico.
sp: Especieno identificada

Informacion fisica, quimica y espectroscopica del compuesto aislado

Pruebas fisicas: Punto de fusion: 204 — 207°C; cristales de color blanco; soluble en éter de
petroleo, cloroformo; poder rotatorio especifico: (), =- 129° (cloroformo)

Sistema cloroformo —etanol (99 : 1 v/v).

Se compar6 con la muestra patrén con el siguiente resultado: R ;

Muestra : 0, 3033

Patrén de diosgenina : 0,3034

Sistema benceno —acetato de etilo (4: 1 v/v).

Se compar6 con la muestra patron con el siguiente resultado: R ;

Muestra : 0, 3294

Patron de diosgenina: 0, 3295

Pruebas quimicas: Con reactivo de Lieberman — Burchard se observa una coloracion rosada
caracteristica del anillo de Ciclopentanoperhidrofenantreno de la sapogeninas esteroidales.

Los espectros IR de las sapogeninas esteroidales de las especies dioscorea (figura 1)
muestran picos de absorcion comunes para todas las muestras. Estas bandas caracteristicas
corresponden a 3400 cm™ (estiramiento del O — H del C,, 22920 cm” (estiramientos del C - H
del C, - CH,,-CH,,-CH,, - CH -),a 1630 cm” (enlace doble no conjugado: C = C, entre C,—
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C,),a 14401450 cm™ (flexién C —H de — CH,, -CH,-, - CH-), a 1370 cm (flexién O — H del

C,), a 1240 — 1250 cm" (estiramiento C—O—C del grupo éter: C,, — O — C,,), a 975 cm’

(deformacién del anillo ciclopentano), a 965 cm™ (deformacion del anillo IIT) y de 790 — 870
-1 .7 .

cm (deformacion de los anillos Vy VI).

1007

4B >PzZznZ——4->zomA

20

| | | | | | | | | | | |
4000 3500 3000 2500 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 200

WAVENUMBER cm-1

Figura 1: Espectro IR

El RMN - 'H de 300 MHz de las sapogeninas esteroidales con respecto al espectro de la
diosgenina patrén son superponibles (figura 2), presentan una zona de absorcion entre 0, 85y
2,5 ppm que caracteriza al anillo ciclopentanoperhidrofenantreno de los esteroides, un
doblete ancho integrado para un proton que resuena a 5.35 ppm conJ 5, 2 Hz que corresponde
aHg; unasenal a3, 5 ppm integrada para un protén y resonando como multiplete corresponde a
H,. Un singulete integrado para 3 protones que corresponden a H, a 1, 03 ppm; otro singulete
integrado para 3 protones que corresponde a H,;a 0, 79 ppm; un doblete a 0, 97 ppmconJ 7, 0
Hz resultado del acoplamiento de H,, con H,,, otro doblete a 0, 79 ppm con J 6, 0 Hz resultado
del acoplamiento de H,, con H,.

Haciendo uso de un modelo molecular para la formula de la diosgenina, se puede apreciar que
los protones H,, y H,, deben necesariamente tener una relacion cis; por esta razon, la sefial
integrada para un protén que resuena a 4, 41 ppm como un cuadruplete con J 7, 5 hz debe
pertenecer a H,, ya que al acoplar con los protones cis H,, y H,; (J 5— 10 Hz), debe aparecer un
triplete, el cual sufre una posterior particion, doblete, al acoplar H,, con H,; en posicion trans,
para originar el cuadruplete. La sefial integrada para un protén y resonando como doblete,
doblete, doblete a 3, 45 ppm pertenece a H,, _,, que acopla con gem H de J 10, 9 Hz; con
H,, Jde4, 0 Hzy un posterior acoplamiento a larga distancia con el proton H,,_,,de J 1, 5 Hz.
Eltriplete que resuenaa 3, 37 ppm e integrado para un proton corresponde aH, ,, deJ 10, 9Hz
queacoplacon gem H, de J grande y tambiénconH,, ,,de J grande.

ox —26
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Figura 2: Espectro de 'H-RMN

Los puntos de fusion de las sapogeninas esteroidales coinciden con el punto de fusion de la
diosgenina (206°C) y el valor de la masa espectroscopica es de 414, 3134, el cual comparado
con el valor experimental de 414, 3078 (figura 3), demuestra que son idénticas.

59°
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Figura 3: Espectro de masas
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CONCLUSIONES
De las 52 especies del género Dioscorea descritos en el pais, se estudiaron fitoquimicamente
22, delas cuales 16 fueron identificadas botanicamente.
El porcentaje de sapogeninas esteroidales no fue superior al 2%, y correspondi6 a la especie
Dioscorea sp.,de nombre vulgar “Ferruiio”.
Las caracteristicas espectroscopicas (IR, RMN, EM) y ciertas propiedades fisico — quimicas,
demuestran que la sapogenina esteroidal aislada corresponde a la Diosgenina, cuya estructura
es lasiguiente:
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