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RESUMEN

El acetato de 16-dehidropregnenolona (16DPA) es un precursor de farmacos
empleados para el tratamiento de diversas enfermedades, este puede ser obtenido
por extraccion de sustancias presentes en especies vegetales como las
dioscoreaceas y solanaceas. Estas sustancias son conocidas como saponinas, las
cuales son transformadas mediante tratamientos quimicos para obtener 16DPA. En
el presente proyecto de investigacion se determinoé la cantidad Diosgenina presente
en la Dioscorea rotundata ( iame espino) mediante extraccion empleando método
soxhlet acompafado de etapas como maceracion, hidrélisis, filtrado, extraccion
liquido-liquido, cristalizacion y cromatografia en columna, el proceso de extraccion
se realizo llevando a cabo diversos ensayos en los cuales se variaron condiciones
como tiempo de secado y maceracion, método de secado de la muestra e hidrolisis
con el propdsito de comparar cual era mas eficaz para la obtencién de Diosgenina.
En esta etapa se realizaron 8 ensayos, de los cuales 7 arrojaron resultados positivos
para Diosgenina en porcentajes menor al 1%, posteriormente se realizd la
conversion de Diosgenina a 16DPA replicando metodologias propuestas por
diversos autores [1] [2] [3] obteniendo resultados positivos solo para una de las
metodologias empleadas [4], durante la conversibn se genera un producto
intermediario conocido como PDA. El porcentaje de conversion de Diosgenina a
16DPA fue de un 67,42%. Los progresos de las reacciones fueron monitoreados
mediante cromatografia en capa fina TLC y Los productos obtenidos en cada etapa
fueron sometidos a pruebas de caracterizacion como determinacion de punto de
fusion, IRy MS.

PALABRAS CLAVES: Dioscorea rotundata, método soxhlet, Diosgenina, sintesis,
16DPA, sapogeninas



INTRODUCCION

El 16 DPA es un compuesto de gran interés por ser precursor de farmacos utilizados
para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la actividad androgénica y
presenta un elevado costo en el mercado actual, esto se debe a que su método de
obtencion aun esta en desarrollo. Su importancia radica en las diversas aplicaciones
gue posee como agente antinflamatorio, su tratamiento para el control del cancer,
afecciones cutdneas, pulmonares, reacciones alérgicas, las terapias hormonales,
nauseas, insuficiencia suprarrenal entre otros. Establecer una ruta sintética ha sido
su principal desafio, puesto que se requiere evitar el uso de sustancias toxicas para
el medio ambiente, ya que anteriormente se utilizaba al cromo como agente
oxidante. La 16 DPA puede ser obtenida a partir de un tipo de sapogenina esteroidal
conocida como Diosgenina. Las sapogeninas esteroideas son sustancias obtenidas
por hidrolisis de saponinas, las cuales son extraidas de plantas de las familias de
Liliaceae (Agavaceae), Dioscoreaceae, Solanaceae, Amaryllidaceae, entre otras.
Diferentes estudios evidencian la presencia de la Diosgenina en especies vegetales
como las dioscoreaceas (Name) y solanaceas (Papa). Por lo que, para esta
investigacion se eligio el género Dioscorea con la finalidad de darle un valor
agregado, teniendo en cuenta la mayor parte de la especie no presenta las
propiedades organolépticas requeridas para consumo humano, dando como
consecuencia un bajo interés de estos, se seleccioné la Dioscorea Rotundata
(Name espino), ya que su costo y disponibilidad en el mercado es bastante
asequible.

En el desarrollo del proyecto se presentan diferentes capitulos los cuales se
desarrollan de la siguiente manera. Capitulo 1 planteamiento del problema de
investigacion en el cual se describe la necesidad en el uso de las sustancias
derivadas de la 16DPA vy las sustancias de las cuales se puede lograr su obtencién,
asi como los principales inconvenientes que esta genera. Ademas, de los objetivos
que se pretenden alcanzar con la realizacién del proyecto. Continuando en el
capitulo 2 se puede encontrar las bases tedricas en las que se centra el proyecto,
los reglamentos que rigen y regulan el uso de los derivados de esteroides y las
variables a emplear. Por otra parte, en el capitulo 3 se encuentra toda la informacion
referente al tipo de investigacion, metodologia y disefio general del proyecto, como
se recopilo la informacion utilizada de referencia. Finalmente, en el capitulo 4 se
desarrollan los resultados obtenidos y la ruta a través de la cual se llegd a ellos,
ademas se encuentran las conclusiones y las investigaciones de referencia citadas
respectivamente.



HEMISINTESIS DE 16DPA (ACETATO DE 16 DEHIDROPEGNENOLONA) A
PARTIR DE Dioscorea rotundata

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Acetato de 16-dehidropegnenolona (16DPA) es un compuesto de gran interés
industrial y comercial, empleado en la elaboracion de derivados esteroideos, su
precio en el mercado se estima en 80 USD por 5g [5], su importancia farmacologica
radica en sus diversas aplicaciones [3] como: las terapias hormonales [1], agentes
antinflamatorios, afecciones cutaneas, pulmonares, reacciones alérgicas, nauseas,
insuficiencia suprarrenal y diversos tipos de cancer [6]. La estructura compleja de
16DPA dificulta el disefio de una ruta exclusivamente de sintesis quimica para su
obtencion, por esta razon es necesario partir de compuestos quimicos con la
estructura del ciclopentanoperhidrofenantreno presentes en la naturaleza.

Las sapogeninas esteroideas son sustancias obtenidas por hidrdlisis de saponinas,
las cuales son extraidas de plantas de las familias de Liliaceae (Agavaceae),
Dioscoreaceae, Solanaceae, Amaryllidaceae, entre otras, y son los precursores por
eleccion en la sintesis de 16DPA [7]. En efecto, las sapogeninas de mayor uso son
solasodina extraida de plantas de la familia Solanaceae y su analogo oxigenado
diosgenina extraida de plantas de la familia Dioscoraceae [1]. El precio de este tipo
de sustancias en el mercado es sumamente costoso, en 2016 se reporté que los
precios de una saponina refinada estaban entre 3,77 y 753,311 Délares Americanos
por kilogramo [8]. Por lo que se hace necesario buscar métodos mas econémicos y
eficientes para su obtencion, siendo la extraccién una opcion viable y su principal
desafio. Las saponinas pueden ser extraidas de plantas como bayas y tubérculos,
estos ultimos juegan un papel importante dentro del plan de alimentacién por ser
buena fuente de energia y proteina. El fiame es un tubérculo considerado sustituto
de la papay la yuca, y su consumo al igual que su produccién se da principalmente
en paises africanos, islas de las Antillas, paises de Oceania y suramericanos como
Colombia, Brasil, Venezuela, Republica Dominicana y Puerto Rico [9].

Colombia se encuentra entre los 12 paises con mayor produccion de fiame con
395.374 toneladas en 2010 y ocupa el primer lugar en cuanto a rendimiento con
28,3 toneladas por hectarea sembrada [9]. Su cultivo viene dado desde la colonia,
con diferentes especies denominadas comunmente fiame criollo (Dioscorea Alata)
flame espino (Dioscorea Rotundata) iame papa- (Dioscorea bulbifera) iame azucar



(Dioscorea Esculenta), y fiampin (Dioscorea Trifida). Siendo la D. Alata y D.
Rotundata las especies de mayor importancia para el consumo humano, tanto por
el area sembrada como por la demanda del tubérculo, seguidas por D. trifida [10]
[11]. El costo y disponibilidad de estos en el mercado es bastante asequible, ademas
de ser un producto de alta demanda en la canasta familiar por sus caracteristicas
organolépticas. ElI lame se ha caracterizado por ser un producto cultivado y
consumido en la region Caribe, es decir, su consumo es mas local que general, lo
cual ha estancado su explotacion a nivel industrial. Sumado a esto, problemas
sanitarios del cultivo y la falta de desarrollo tecnoldgico, constituyen factores
limitantes para un optimo nivel de produccion [12] [9], como qued6 demostrado en
el afio 2017, mediante un evento realizado en la ciudad de Cartagena conocido
como “Nameton”, donde se llevé a cabo una venta masiva de este producto
organizada por la gobernacion debido a la superproduccion, en el cual se realizd
ventas al por mayor de diferentes especies de fiame y también de productos
alimenticios preparados a base del mismo, sin tener en cuenta su potencial uso a
nivel industrial en disciplinas como la fitoterapia y la homeopatia, para el tratamiento
de enfermedades, su accion como plaguicida (piscicidas, pediculicidas,
insecticidas), su potencial cosmético para la elaboracion de champus, jabones o en
la caceria para envenenar flechas [13], entre otros usos conocidos.

En el presente proyecto se pretende la sintesis y caracterizacion de un intermediario
para la produccion de medicamentos esteroidales (16DPA) empleando como
material de partida Diosgenina la cual puede ser extraida de Dioscorea Rotundata.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cudles son las condiciones éptimas de extraccion de Diosgenina y sintesis de
acetato de 16-dehidropegnenolona (16DPA) a partir de Dioscorea Rotundata?

1.3. JUSTIFICACION

La sintesis de 16DPA es un tema de interés en muchas investigaciones en las
cuales se han reportado rutas sintéticas basadas en el uso de diferentes solventes
y donde se sugieren eliminar reactivos contaminantes, uno de los principales
problemas que genera la obtencion de este compuesto, su importancia radica por
ser precursoras de farmacos utilizados para el tratamiento de enfermedades
relacionadas con la actividad androgénica y su costo en el mercado es bastante
elevado, su obtencion puede lograrse a partir de las sapogeninas, sustancias que
se encuentran presente en diferentes especies de plantas como bayas y tubérculos.



Con la finalidad de proporcionarles un valor agregado, teniendo en cuenta que
muchos de estos cultivos son considerados de aplicacién reducida por el hecho de
no poseer un interés comercial como producto alimenticio, ya sea por sus
caracteristicas organolépticas o por su toxicidad. La presente investigacion tiene
como finalidad la extraccion de Diosgenina a partir de Dioscorea Rotundata y la
posterior sintesis de 16DPA.

Debido a que comunmente se realizan investigaciones en las cuales se utilizan
diferentes métodos para la extraccién de saponinas a partir de diferentes especies
Dioscorea, y conociendo que Colombia es uno de los paises donde méas se produce
fame, pero la gran parte de cultivo es utilizado con fines alimenticios [14], se hizo
necesario realizar un analisis comparativo entre los métodos mas empleados,
utilizando Dioscorea Rotundata (fiame espino) con el propdsito de identificar cual
era el procedimiento mas adecuado de extraccién, el porcentaje de extracto
obtenido, asi como el contenido de Diosgenina.

En el presente proyecto se realizé la extraccion de saponinas a partir de Dioscorea
Rotundata empleando variaciones en las condiciones de extraccion como el tiempo
de maceracion, pH, condiciones de secado, hidrdlisis entre otras, mediante método
soxhlet por ser el método tradicional y posteriormente se realizo la sintesis en dos
etapas de 16DPA a partir de Diosgenina. de una manera limpia o con el menor
impacto ambiental posible, mediante el uso de solventes de baja toxicidad, por
medio de procesos que generaran pocos contaminantes, ademas de la utilizacion
de una metodologia que permitiera la recuperacion de los solventes utilizados y asi
reducir costos lo que es de gran utilidad en un futuro para poder implementarlo a
escala industrial dado que se tiene conocimiento que dichos compuestos presentan
gran demanda y a la dificultad que genera su obtencion lo que ocasiona su alto
costo en comparacion con el precio del iame en el mercado ademas de ser una
fuente de obtencion natural.

Con base en lo anterior, el presente trabajo tuvo por finalidad proporcionar un valor
agregado al iame con fines industriales extrayendo saponinas de una manera mas
econdmica, cuidando el medio ambiente mediante la utilizacién de solventes de
baja toxicidad y obteniendo resultados 6ptimos en cuanto a la eficiencia del proceso
de extraccion y obtencion de Diosgenina empleada para sintetizar 16DPA.

El proyecto de investigacion es factible debido a que los experimentos y las pruebas
gue se realizaron son a nivel de laboratorio, para lo cual se tenia a disposicion un
laboratorio dotado de equipos, reactivos, materiales y con horarios disponibles
aprobado para el proyecto de investigacion, ademas de la asesoria y supervision
de un tutor preparado en el area.

La tematica de investigacion ha sido estudiada con anterioridad por lo que se tuvo
a disposicion gran material de apoyo como articulos para la revisiéon del mismo, sé



contd con los equipos para la realizacion de pruebas de caracterizacion, con el
personal capacitado para realizarlas y posteriormente estas pudieron ser
analizadas por los investigadores del proyecto.

El articulo 6 de la Ley 30 de 1992 del estatuto Orgénico de la Universidad de San
Buenaventura en Colombia en sus objetivos define que: “Acometer las funciones de
investigacion, examinando los logros culturales del pasado; estimulando la
busqueda de nuevos conocimientos y métodos; y promoviendo el espiritu de critica,
con la certeza de que la ciencia esta en permanente desarrollo”. Teniendo en cuenta
gue la investigacion contribuye a un aporte cientifico, la universidad promueve su
investigacion [15].

1.4. OBJETIVOS

1.4.1. Objetivo general

Establecer un procedimiento para la obtencion de 16DPA a partir de Dioscorea
Rotundata a traves de una hemisintesis

1.4.2. Objetivos especificos

e Establecer el procedimiento mas adecuado de extraccién de Diosgenina por
el método soxhlet a partir de Dioscorea Rotundata

e Caracterizacion espectroscopica de la Diosgenina obtenida

e Sintetizar 16DPA a partir de la Diosgenina obtenida

e Caracterizar la 16DPA obtenida a partir de la hemisintesis



2. MARCO DE REFERENCIA

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

Con el propésito de conocer qué investigaciones previas que se han desarrollado
entorno a la extraccion de Diosgenina a partir de plantas y a la sintesis organica de
compuestos esteroidales a partir de un intermediario conocido como 16DPA vy la
transformacién de grupos organicos como el grupo carbonilo de las cetonas, se ha
recopilado una serie de documentos referentes a las dos tematicas, los cuales han
sido organizados cronolégicamente para obtener una mejor vision de la evolucion
en el tiempo y los aspectos mas destacados de cada una de ellas.

Dentro de la extraccion encontramos los siguientes antecedentes investigativos:

En el afio 1981 Ntahomvurike y colaboradores desarrollaron una investigacion que
tuvo por objetivo detectar la presencia de Diosgenina en varias especies de
Dioscorea (fiames) y Solanaceas (Papas). Provenientes de africa y en la cual se
detect6 Diosgenina en las especies D. praehensilis, en las bayas verdes, maduras
y tallos de incanum L. y en las raices de S. Adoense [16]

En el afio 2001, en la universidad de Antioquia, Alejandro Martinez M. realizé un
trabajo de investigacion de extraccién y aislamiento de saponinas de manera
general y donde se detallan los diferentes ensayos de identificacion de las
saponinas [17]. Continuando con los avances en las investigaciones sobre la
obtencion de saponinas a partir de diferentes géneros de Dioscoreas en 2003 se
publicé la investigacién por parte de Yoshie Hata y colaboradores en la cual se
evallo el contenido de saponinas de diversas especies de Dioscoreas provenientes
de la coleccion de la universidad de Cérdoba, seleccionadas con sutileza, en dichas
especies se detectaron de 4 a 7 saponinas diferentes entre los géneros de
Dioscérea utilizados, ademas se encontr6 que el 34% de las muestras
seleccionadas contuvieron saponina [12].

Las investigaciones detalladas anteriormente sirvieron de guia en cuantos a los
contenidos de saponinas de las diferentes especies de Dioscorea, se logré
identificar que la Dioscorea rotundata es uno de las especies que presenta mayor
contenido de saponinas y que hace parte de las especies cultivadas en Colombia.

Continuando con las investigaciones sobre extraccién, cuantificacion y aislamiento
de saponinas encontramos las investigaciones que se describen a continuacion, de
las cuales se puede resaltar que las saponinas pueden ser obtenidas de otras
especies y a través de otras rutas de obtencion.



En el afio 2004, Marc Sautour y su equipo de investigacion descubrieron una
saponina realizando una extraccion con metanol de Dioscorea cayenensis [18]. Por
otro lado, el investigador S.G. Sparg y colaboradores con el tema de “Biological
activities and distribution of plant saponins”, examinaron los estudios de aislamiento
de saponinas para determinar cuales son las familias de plantas mas comunmente
estudiadas y en qué familias se han identificado saponinas [19].

Con el fin de determinar la mejor forma de extraccién de saponinas empleando dos
solventes diferentes para luego determinar cual es méas eficaz al momento de
extraer las saponinas, Rosa Hernandez S y su equipo de investigacion en el afio
2005 publicaron el articulo de investigacion “Extraccion y Cuantificacion indirecta
de las saponinas de Agave lechuguilla Torrey” [7].

En 2009 con el propésito de comparar los métodos de extraccion de saponinas de
los residuos del beneficio del fique, la facultad de ingenierias fisicoquimicas de la
universidad industrial de Santander encaminadas por Johnny Leonardo Pérez
Ochoa, Lili Andrea QuitiAn Méndez realizaron una investigacion en donde se
comparan dos métodos de extraccion los cuales son el método soxhlet y el método
de extraccion asistido por ultrasonido (EUA), donde se determind que el método
mas eficaz para extraer saponinas del bagazo del fique fue el EUA, a su vez fueron
comparados diferentes solventes lo que generdé como conclusion que al emplear
una mezcla de metanol-agua se obtenian mejores resultados, los compuestos de
extraccion fueron sometidos a diversas pruebas para detectar las saponinas entre
las pruebas realizadas se destacan el ensayo de espuma, hemolisis entre otras
[21]. En el mismo afio se adelanto la investigacion conocida como “Steroidal
Sapogenins and Glycosides from the Rhizomes of Dioscoérea bulbifera” por el
equipo de trabajo de Hai Liu y colaboradores, en donde se reportaron cuatro
saponinas esteroidales y nuevos glicosidos obtenidos de la Dioscorea bulbifera
[22].

En el afio 2010 G. Tomas Ch., J. Huaméan M y colaboradores tuvieron el propdsito
de descubrir las saponinas en la investigacion que lleva por titulo “Extraccion y
clasificacion de la saponina del Sapindus Saponaria I.”, “boliche” [23]. El boliche es
comunmente utilizado para crear detergentes biodegradables por su contenido de
saponinas por lo que resulté atractivo para lograr su objetivo, en el desarrollo de la
investigacion se plantearon dos metodologias de extraccion. La primera consistio
en realizar una extraccion sin desengrase y la segunda utilizando cloroformo como
solvente para desengrasar la muestra del boliche, con el fin de determinar cual de
los dos métodos proporcionaba una mayor cantidad de saponinas del boliche y
cuya conclusion fue que la extraccion realizada con desengrase era mas eficiente
en cuanto a la obtencion de saponinas.

En 2012, Holger J. Maldonado Garcia, y colaboradores publicaron una
investigacion sobre “ESTUDIO DE SAPOGENINAS ESTEROIDALES DE



ESPECIES PERUANAS DEL GENERO DIOSCOREA” con el propdsito de detectar
las saponinas, mas especificamente Diosgenina presente en los géneros de
Dioscorea procedentes de Perd, por su amplio uso en la produccion de esteroides
con fines farmacoldgicos, la metodologia utilizada fue proceso de hidrolisis,
neutralizacion, lavado con agua destilada, secado, extraccion por método soxhlet,
reduccion de volumen, lavado con solvente, recristalizacion y purificacion por
cromatografia en columna [24]. Cabe resaltar que esta investigacion posee similitud
con nuestra propuesta, debido a la metodologia empleada diferenciandose en el
orden de la misma y el uso de diferentes solventes, asi como las condiciones de
trabajo, ademas de aplicar solo el método de extraccion tradicional mientras en
nuestra investigaciéon se pretende comparar el método tradicional con el método
asistido por ultrasonido y por microondas

En 2013 se estudid la extraccion, cuantificacion y purificacion de saponinas de
semillas de chenopodium quinoa willd provenientes del noroeste argentino por parte
de Vicente Gianna en cordoba en donde se busca determinar las condiciones
Optimas de extraccién de las saponinas y donde se comparan dos métodos de
extraccion el primero el método de extraccion asistida por microondas y el método
de extraccion a alta presion, ademas de realizar un analisis comparativo entre los
meétodos anteriormente mencionados y los métodos soxhlet y de agitacion lineal y
reportando como el mejor método el de extraccion a altas presiones [25].

Por otro lado las investigaciones basadas como referencia para la sintesis de
16DPA son las siguientes antecedentes investigativos:

En el afio 2003, Amrit Goswami y colaboradores desarrollan un trabajo de
investigacion que lleva por titulo “A One-Pot Efficient Process for 16-
Dehydropregnenolone Acetate”, cuyo propésito era obtener de manera eficiente y
ecologica 16 DPA a partir de Diosgenina (sapogeninas esteroidales) y solasodina
por medio de una reaccion en un solo recipiente (One-Pot), la cual se desarrollé con
un rendimiento global del 75% [3]. Lo planteado anteriormente fue relevante debido
a gue se evitaba la mayor cantidad de perdidas entre las diferentes etapas de
sintesis. Sin embargo, al tratar de replicar la metodologia planteado no se
obtuvieron resultados alentadores.

Ese mismo afio, Lee y colaboradores investigaron el papel regulador del gen PgSS1
(Panax ginseng squalene sintasa) sobre la biosintesis de fitoesteroles y Saponinas
triterpenicas, y evidenciaron que esta pudo inducir un alza en la regulacion de
saponinas y fitoesteroles [20]. Se sugiri6 que esta enzima se involucra en la
ramificacion de las vias biosintéticas que conducen a la sintesis de dichos
compuestos. Ademas, los resultados demostraron que PgSS1 es una enzima
reguladora clave no soOlo para el fitosterol sino también para la biosintesis de



triterpenos y la sobreexpresion de PgSS1 confirié la hiperproduccion de saponinas
triterpénicas a P. ginseng.

En el proceso de sintesis de 16DPA se genera un intermediario conocido como
PDA el cual es oxidado comunmente empleando compuestos inorganicos como
cromo el cual genera residuos altamente contaminantes, razon por la cual, en el
afio 2005, Zhang, y colaboradores sustituyeron al cromo por oxigeno generado
fotoquimicamente, disminuyendo el impacto negativo sobre el medio ambiente. En
la investigacion se produjo 16DPA exitosamente con un rendimiento de reaccion de
75% [2]. Esta investigacion sirvido como guia debido a que se realiz6 caracterizacion
del intermediario obtenido, se determind su punto de fusién por lo que durante el
proceso de sintesis se tuvo indicios que la ruta extraccion era alentadora.

Mas adelante en el afio 2011, Pritish Chowdhury y colaboradores lograron la sintesis
en tres pasos de una droga esteroidal utilizando un intermediario conocido como 16
DPA partiendo de la Diosgenina obteniendo un rendimiento del 60% a través de la
generacion de ion acetileno , al mismo tiempo Jiaoyang Ding, Liping Cao, y su grupo
de investigacion en la universidad normal de china lograron sintetizar amidas
secundarias o terciarias directamente a partir de aril, heteroaril metil cetonas
utilizando un sistema yodo-amina - NaOH que proporciond los productos esperados
con buenos rendimientos en un medio acuoso. Con las ventajas del uso de reactivos
de bajo costo, condiciones de reaccién suave y facilidad de manipulacién.

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Sintesis organica

La sintesis organica es la construccién planificada de moléculas organicas mediante
reacciones quimicas [26]. Sintetizar un compuesto organico significa prepararlo a
partir de sustancias mas simples, generalmente, comerciales, mediante una
secuencia de reacciones cuyos objetivos principales son obtener el producto con el
menor numero de pasos y con los maximos rendimientos posibles, obtener
cantidades del producto en condiciones econdmicamente ventajosas (industrias
farmacéutica, quimica, agroquimica, veterinaria, etc.), es decir, productos de alto
valor agregado “fine chemicals” [27].

Para realizar una sintesis organica se deben analizar los caminos sintéticos
probables, es decir, existe un proceso mental exploratorio de prueba y error para
predecir cual sera la mejor estrategia [27]. Las sintesis se pueden clasificar segun
la naturaleza del producto de partida en sintesis totales o parciales. Sintesis totales,
son aquellas en las que se parte de reactivos mas o menos sencillos y que en dltima



instancia podrian obtenerse a partir de sus elementos constituyentes y las sintesis
parciales, son aquellas que utilizan como productos de partida, o productos
intermedios, productos naturales que a su vez pueden obtenerse por
procedimientos sintéticos o por degradacion de otros productos [28].

2.2.2. Esteroides

Los esteroides son compuestos con una estructura basica de
ciclopentanoperhidrofenantreno. Constituyen uno de los grupos més estudiados por
su diversa actividad fisioldgica, ya que incluyen una gran variedad de compuestos
naturales como los esteroles, los acidos biliares, la vitamina D, las hormonas
sexuales y adrenocorticales, los glucésidos cardiotonicos, las sapogeninas y
algunos alcaloides [29].

Dentro de las hormonas sexuales se encuentran los andrégenos u hormonas
sexuales masculinas, los cuales son derivados de la oxidacion del colesterol,
constituidos por 19 atomos de carbono con sustituyentes oxigenados en C3y C17,
los  principales androgenos naturales son la  androsterona, la
dehidroepiandrosterona y la testosterona, que es la mas activa de las tres y quien
es la encargada del fenotipo masculino. Otro grupo representativo de las hormonas
sexuales son los estrogenos también conocidos como hormonas sexuales
femeninas que a diferencia de los estrégenos tienen 18 atomos de carbono.

También hace parte de los esteroides un conjunto de compuestos que posee gran
interés, como las sapogeninas, las cuales se encuentran constituidas por 27 atomos
de carbono con una cadena lateral de tipo espiroacetal y que ocurren naturalmente
en forma de glucésidos (saponinas) en plantas. Estas pueden ser hidrolizadas por
acidos o enzimaticamente para originar las sapogeninas libres y el azicar. Dentro
de las sapogeninas mas importantes se encuentran Solasodina, la Hecogenina, la
Sarsapogeninay la Diosgenina que es una de las materias primas mas usadas para
la sintesis organica y/o microbiolégica de hormonas esteroidales [29].

2.2.3. Name

El Afame también conocido como Dioscorea spp., €s uno de los seis géneros
pertenecientes a la familia Dioscoraceae y agrupa aproximadamente 600 especies,
de las cuales solamente doce son comestibles [14], ya que presentan un factor
antinutricional que es la saponina.



Es un tubérculo originario de Asia, Africa y América, las especies y variedades mas
comerciales se introdujeron en América probablemente desde Africa durante la
Conquista [30]. Se encuentra distribuido en las regiones tropicales de alta
pluviosidad y el area mundial cultivada comprende: Africa Occidental, sur de Asia,
Oceania y los paises del Caribe [31].

2.2.3.1. Name en Colombia

En Colombia se siembra mayoritariamente en la costa caribe con el 98% de
produccion anual nacional, otros lugares como Antioquia o Caquetad también
siembran el fame, pero su participacion en el mercado es minima. La produccion
de este para la exportacion se concentra en los departamentos de Sucre, Bolivar y
Cérdoba, en donde existe un nucleo productivo integrado por pequefios productores
gue explotan el cultivo en terrenos de menos de dos hectareas.

En 2009 se reportd un total de 25 mil hectareas sembradas que se concentran en
26 municipios de los Montes de Maria entre, ellos Chalan, Coloso, Tolu Viejo,
Ovejas, Carmen de Bolivar, Sampues, Morroa, San Antero, Covefas, Lorica,
Mofitos, San Pelayo, Cereté, Sincelejo, San Jacinto, San Juan Nepomuceno, San
Antonio y Palmito [32].

Entre el aflo 2000 y el 2010 fue de un poco mas 20 mil toneladas por afio,
convirtiéndose en un cultivo con altos niveles de rendimiento por hectarea. Su
consumo es mayoritariamente rural y esta asociado practicas culturales propias de
la region costefia. Su cultivo no esta del todo industrializado, lo que indica que es
cultivado mayoritariamente en fincas de pequefios productores [33].

Los costos de produccion por hectarea se calcularon cerca de los 5 millones de
pesos y los rendimientos estan en un rango de 12 a 15 toneladas con las variedades
espino y diamante.

Uno de los principales problemas en cuanto al cultivo, es debido a que el hiame es
susceptible a enfermedades que generan fuertes dafios en la cantidad producida,
rendimiento y calidad del producto final. En Colombia, la produccién de fiame se ha
visto afectada por una infeccion llamada antracnosis causada por el hongo
Colletotrichum gloeosporioides, generando entre finales de los afios ochenta y
principios de los noventa la afectacibn de mayor grado observada en el pais,



originando una reduccion del area sembrada de 25.000 hectareas (has) en 1989 a
solamente 1.000 has en 1990. El mayor impacto se dio en la region Caribe por ser
ésta la de mayor area y produccion de fiame [9].

La antracnosis es una enfermedad que se ha convertido en el principal problema
para la produccion de fiame, no solo en Colombia sino también en Africa. Los
sintomas de un cultivo contaminado con antracnosis se pueden observar en las
hojas, a través de la aparicién de puntos rojos que con el tiempo producen necrosis,
en el tallo ya que este tiende a tomar un color negro o, en el peciolo que también
sufre necrosis [34].

La solucion inicial en respuesta a la antracnosis fue el aumento del cultivo de fiame
espino, el cual es mas tolerante a la enfermedad y que logré durante algin tiempo
reemplazar al iame criollo. Sin embargo, dadas las necesidades del mercado tanto
local como externo, se hizo necesario buscar otras alternativas. En este proceso, la
Corporacién Colombiana de Investigacion Agropecuaria (Corpoica) inicid en 1986
la busqueda de genotipos (clones de fiame criollo) tolerantes a la enfermedad. Los
resultados de la investigacion fueron evaluados en fincas de los departamentos de
Bolivar, Sucre y Cérdoba y se obtuvieron cuatro clones de fiame que actualmente
se cultivan en la region [9].

Aun en la actualidad el cultivo de fiame presenta afectaciones por antracnosis, pero
no al mismo nivel de décadas pasadas. El esfuerzo conjunto de productores y
entidades como Corpoica, ICA, el Programa de Biotecnologia Agropecuaria (PBA)
y las universidades de Sucre y Cérdoba, han contribuido al mejoramiento del cultivo

[9].
2.2.4. Saponinas

Los glucosidos saponinicos, también llamados saponinas, son derivados terpénicos
gue agitados en el agua producen espuma semejante al jabén, reduciendo asi la
tension superficial del agua, son unos excelentes emulsivos, y se encuentran
frecuentemente en las plantas medicinales. Estan formadas por aglicones no
polares unidos a una o mas moléculas de monosacaridos. Dicha combinacion de
estructuras polares y no polares explica la capacidad tensoactiva del compuesto
[35].

Una de las caracteristicas de las saponinas es la de producir hemolisis de los
glébulos rojos (eritrocitos), por lo cual son muy dafiinas si se inyecta directamente
en la sangre de animales poiquilotermos en especial los peces, a causa de esto



algunas plantas no son utiles en medicina; sin embargo, para los animales de
sangre caliente apenas tiene toxicidad

Las saponinas se consideran una familia de metabolitos secundarios y se lograron
identificar 4 subgrupos: el primero son las saponinas triterpénicas, las segundas
son las saponinas esteroidales, las terceras saponinas esteroidales alcalinas y el
altimo son las saponinas de organismos marinos. Los cuales presentan un
precursor comun: el 6xido de escualeno (XI).

2.2.4.1. Sapogeninas esteroidales

Son glicésidos esteroides con un ndcleo espirostano, la porcion esteroide se origina
por la ruta de la acetilCoenzima via acido mevalénico y escualeno [17].

El enlace glucosidico se establece a través del hidroxilo en posicién 3 del anillo A
de la aglicona.

Las sapogeninas esteroidales siempre se encuentran en la naturaleza formando
parte de una saponina, a pesar de la presencia de saponasas, en muchas de las
plantas que sintetizan estos compuestos. Entre las sapogeninas esteroidales, cabe
destacar aquéllas que tienen como aglicona a la Hecogenina y la Diosgenina,
compuestos vegetales que sirven de base para la industria de hormonas
esteroidales [36].

2.2.4.2. Sapogeninas

Son obtenidas al hidrolizar una saponina en medio acido o enzimaticamente, ambos
procesos liberan una o varias unidades de carbohidratos ligados y la denominada
Sapogenina esteroide. Las saponinas y sapogeninas presentan propiedades fisicas,
quimicas y biologicas diferentes [17].

2.2.5. EXTRACCION

Segun su definicidn es la técnica mas empleada para separar un producto organico
de una mezcla de reaccion o para aislarlo de sus fuentes naturales [37]. Se basa en
la disolucién de una mezcla (liguida o sélida) en un solvente capaz de arrastrar uno



0 varios componentes claves al momento que las sustancias tienen contacto. Puede
ser Liquido-Liquido o Sdlido-Liquido [38].

2.2.5.1. Extraccién Sdlido-Liquido

Hace referencia a la extraccion de uno o varios componentes solubles en un soélido
mediante el contacto de este con un solvente liquido selectivo [39], normalmente
organico, en el cual los demas componentes son insolubles. Es por consiguiente
muy importante la eleccion del disolvente que se realiza teniendo en cuenta la
solubilidad en el mismo de la sustancia a extraer, la insolubilidad de las demas
sustancias, la facilidad con que pueda separarse la sustancia del disolvente, la
peligrosidad y el precio [40], este proceso puede utilizarse para la produccion de
una disolucién concentrada de material solido valioso, o para eliminar de un sélido
insoluble [41].

2.2.6. Extraccion por método Soxhlet

Es la técnica mas antigua par a la extraccion de compuestos organicos en matrices
sélidas. La extraccion exhaustiva de componentes organicos en un sistema soxhlet
se lleva a cabo usando un disolvente organico, el cual refluye a través de la muestra
contenida en un cartucho poroso [42]. En la extraccidén soxhlet la muestra se pone
repetidamente en contacto con las porciones frescas de disolvente, lo que
contribuye a desplazar el equilibrio de transferencia y no se requiere filtracion
después de la etapa de lixiviacion.

2.3. MARCO LEGAL

Con base en que la molécula de 16DPA es un derivado de esteroides, precursor
para la sintesis de hormonas sexuales, medicamentos esteroideos y diversos
farmacos empleados para el tratamiento de enfermedades como el cancer y otras
afecciones [3]. Se debe tener en cuenta las leyes y reglamentos que regulan el uso
de este tipo de sustancias en los diferentes paises y las afectaciones que estas
puedan causar a la salud por su uso inadecuado o excesivo.

Los “esteroides anabdlicos” son analogos de la testosterona, una hormona sexual
masculina. Entre otros efectos, provocan el crecimiento del musculo esquelético
(efecto anabdlico) y el desarrollo de caracteristicas sexuales masculinas (efecto
androgénico) [43].



El uso de estas sustancias puede ocasionar retencion de liquido en el organismo lo
que proporciona un aumento de peso por ello muchas personas consideran que
estos pueden proporcionar mayor fortaleza a los musculos y ha generado un
incremento significativo el uso sustancias que incluyen compuestos esteroidales
con el proposito de obtener resultados a nivel corporal en tiempos
significativamente cortos, en algunos suplementos vitaminicos y pastillas
adelgazantes este componente se encuentra declarado en sus ingredientes.

El abuso de este tipo de sustancias puede ocasionar efectos no deseables en la
salud ya sea fisicos y en algunas ocasiones pueden ser mortales porque originan
ataques al corazon o cancer de higado [43].

Por lo que en muchos paises se ha despertado la preocupacién por el facil acceso
a estos medicamentos sin ningun control, esto ha generado como consecuencia la
aplicacion de leyes que regulen la compra y venta, asi como el suministro de los
mismos. En Colombia, en el mes de abril del reciente afio el INVIMA ha dispuesto
una alerta sobre aproximadamente 286 productos milagrosos que son expedidos
por medios de comunicacién como la internet y la television los cuales contienen
este tipo de compuestos sin declararlos en sus componentes.

Por su parte, en argentina desde agosto de 2002, la Ley 25.627 (sancionada por el
Senado y Camara de Diputados de la Nacidén Argentina) los incluye entre los
medicamentos de “venta bajo receta archivada” [43].

En Brasil fueron incluidos dentro de la Lista | de la Ley General sobre Fiscalizacion
de la Metanfetamina promulgada en 1996, que incluye la notificacién de ciertas
transacciones relacionadas con esos compuestos. En vista del creciente uso
indebido de los esteroides anabdlicos, especialmente en los establecimientos de
fisicoculturismo, la Secretaria de Vigilancia Sanitaria del Ministerio de Salud ha
decidido dispensar este tipo de compuestos, junto con sus sales, isomeros y
precursores, con receta especial, copia de la cual debera guardar el prescriptor.

En algunos paises como los estados unidos la compra y venta de estos compuestos
era manejada sin ningun control previo por lo que el 18 de diciembre de 2014, el
presidente Obama firmé la Ley de Control de esteroides anabdlicos de 2014
Designer - Dasca en La cual se toman medidas contra el mercado de los
suplementos "prohormonales” de nutricion deportiva [44].

En algunas otras naciones occidentales como el Reino Unido y Canada han
impuesto leyes mas laxas, donde posesién y uso por razones personales son
legales, pero el trafico no. Durante gran parte del resto del mundo, o bien no existen
leyes o leyes muy endebles en lo que respecta a estas sustancias. [45]



2.4. MARCO CONCEPTUAL

CONTAMINANTES. Son todas aquellas sustancias o componentes que afectan al
medio ambiente debido a su toxicidad o sus propia naturaleza, son los residuos de
las actividades realizadas por el ser humano a contaminaciéon es un cambio
perjudicial en las caracteristicas fisicas, quimicas o biolégicas del aire, la tierra o el
agua, que puede afectar nocivamente la vida humana o la de especies beneficiosas,
los procesos industriales, las condiciones de vida del ser humano y puede malgastar
y deteriorar los recursos naturales renovables [46].

ESTEROIDES. Los esteroides son compuestos con una estructura basica de
ciclopentanoperhidrofenantreno. Constituyen uno de los grupos mas estudiados por
su diversa actividad fisiolégica [29].

HEMOLISIS. Ruptura de los eritrocitos con liberacion de hemoglobina al plasma.
Se produce al final de la vida media de los hematies, aproximadamente a los 120
dias [47].

MOLECULAS. Son la unién de dos o mas atomos, de un mismo elemento o de
elementos diferentes, mediante enlaces quimicos se originan una molécula de un
compuesto quimico [48].

SAPONINA TRITERPENICA. Son saponinas que presentan una estructura
policiclica, normalmente tetra o pentaciclica. Provienen de un precursor llamado
oxido de escualeno (XI). Y a diferencia de las saponinas esteroideas mantienen
intactos sus tres radicales metilos, y algunos triterpenos no presentan el sistema
policiclico caracteristico del esterano [35].

REACTIVOS. Son las sustancias que reaccionan para dar origen a las reacciones
guimicas también son conocidas como reactantes.

QUINONAS. Metabolitos secundarios con un nudcleo dicarbonilo quinoide orto o
para [49].

2.5. HIPOTESIS

Ha. A partir de la extraccion de las saponinas presentes en el iame espino se podra
obtener una fuente de produccion de 16DPA

Ho. A partir de la extraccion de las saponinas presentes en el fiame espino no se
podra obtener una fuente de produccién de 16DPA.



2.6. OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

2.6.1. Variables dependientes

Presion
Volumen
PH

Peso

Concentracion

2.6.2. Variables independientes

e Temperatura

e Tiempo

2.6.3. Operacionalizacién de las variables

VARIABLES DEFINICION INDICADOR
Presién Fuerza por | Bar
unidad de
superficie que
ejerce un liquido
0 un gas en dicha
superficie
Volumen Espacio que | Litro
VARIABLES ocupa un objeto
DEPENDIENTES pH La intensidad de | Acido-basico-

un acido,
dependiendo de
su capacidad de
disociacion, asi
como de su
concentracion.

neutro

Concentracion

cantidad de
soluto que hay
disuelta en una
cantidad dada de
disolvente

Gramos/ litro

Peso

Fuerza
gravitacional que

Kilogramo




la Tierra ejerce
sobre un objeto

VARIABLES
INDEPENDIENTES

Temperatura Grado de energia | Grados
térmica medido | centigrados
en una escala
definida

Tiempo Duracion de un |Horas

evento especifico




3. DISENO METODOLOGICO

3.1. TIPO DE INVESTIGACION

La siguiente investigacion es de tipo explicativa debido a que trata de encontrar
solucién a los problemas reportados en investigaciones anteriores, segun la
definicion una investigacion explicativa pretende explicar el fendmeno en cuestion,
para lo cual busca establecer, de manera confiable, la naturaleza de la relacién entre
uno o mas efectos o variables dependientes y una o0 mas causas o variables
independientes. Las investigaciones explicativas proporcionan un 'sentido de
entendimiento’ del fendmeno en estudio, es decir, procuran entenderlo a partir de
sus causas Algunos llaman 'experimental’ a la investigacion explicativa.

Herndndez Sampieri et al (1991) sostienen que, si bien la mayoria de las
investigaciones explicativas son experimentales, ciertos estudios no experimentales
pueden aportar evidencia para explicar por qué ocurre un fenémeno,
proporcionando asi "un cierto sentido de causalidad" [50].

3.2. DISENO ADOPTADO

El disefio es de tipo experimental debido a que mediante pruebas experimentales
se logrard verificar la obtencién de los resultados.

Autores afirman que el disefio experimental intenta establecer basicamente
relaciones causa-efecto. Mas especificamente, cuando se desea estudiar como una
variable independiente (causa) modifica una variable dependiente (efecto) [51].

3.3. ENFOQUE ADOPTADO

El enfoque cuantitativo presenta relacion con las investigaciones de tipo explicativa
y a su vez con el disefio experimental, debido a esta relacion y los objetivos
plasmados el enfoque adoptado en el siguiente proyecto es de tipo cuantitativo por
que utiliza informacion cuantitativa o cuantificable (medible) [52].

Este tipo de enfoque se caracteriza porque usa la recoleccion de datos para probar
hipétesis con base en medicion numérica y el analisis estadistico para establecer
patrones de comportamiento [53].



3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Generalidades

Todas las reacciones fueron monitoreadas por Cromatografia en Capa Delgada
Analitica (CCDA). Para realizar la purificacion se utilizé silica gel 60-200 Mesh,
solventes y reactivos fueron obtenidos como grado analitico de la firma comercial
MERCK. Los puntos de fusién fueron tomados en un fusibmetro marca Fischer y no
fueron corregidos. Los equipos utilizados para concentrar los solventes fueron
rotaevaporadores yamato RE540 Rotary evaporator with yamato BM-400 water bath
y Heidolph Coated G5 Cold Trap. Para revelar con diferentes longitudes de onda se
utilizé una lampara UV modelo UVLS-24 EL SERIES UV LAMP. El secado de la
muestra se realizé en un horno de vacio acoplado a una bomba modelo KNF
Laboport N820FTP.

Las diferentes muestras de Dioscorea fueron compradas en un supermercado
donde se tenian clasificadas de acuerdo al nombre comun, una vez adquiridas se
procedid al tratamiento el cual consistid en retirar la cascara y cortar en trozos
pequefios cada una de las muestras de Dioscorea, una vez cortados fueron
sometidos a desengrase con un solvente apolar, en nuestro caso el éter de petrdleo
(se utiliza la cantidad equivalente de ml por g de muestra) terminado el proceso se
filtr6 para separar el extracto de la parte sélida. El extracto se rota-evaporo para
recuperar el solvente y la parte solida fue sometida a secado en una estufa a baja
presion, una vez se obtuvo la muestra totalmente seca se procedi6 a triturar con el
fin de obtener una harina para aumentar la superficie de contacto en el proceso de
extraccion por método soxhlet, el extracto alcohdlico se llevd hasta sequedad
posteriormente se realizo hidrélisis con acido clorhidrico y finalmente se purifico.
Cabe resaltar que en las diferentes pruebas se realizaron variaciones en las
condiciones metodoldgicas. Se identificd las muestras en las que se obtuvo
diosgenina la cual fue aislada mediante cromatografia en columna monitoreada por
TLC.



3.4.2. Diagrama de flujo de proceso

Inicio
Extraccion de

saponinas

Comprary preparar la
muestra para la extraccion

Desengrase mediante un
solvente apolar

filtrado

Recuperacion del solvente
y secado de la muestra

) Las diferentes etapas
solida
I

estan sujetas a variaciones
de las condicionesiniciales

Extraccion mediante
método soxhlet

no Pasitivo
para
saponinas

Convertira
sapogeninas

\
Pruebas de identificaciony
caracterizacion

Positivo
para
diosgenina

Muestra no apta

Muestra no apta

Aislar |a diosgenina —{ Sintesisde 16DPA

acetolisis-y acetilacion-
oxidacion
hidrolisis
[

Pruebas de identificaciony
caracterizacion

Positivo

Muestra no apta para 16DPA

Figural. En la figura se puede observar el diagrama de flujo que describe el proceso general de
extraccion de Diosgenina y la posterior sintesis de la misma a 16DPA



3.4.3. Extraccion de Diosgenina

De acuerdo con la metodologia propuesta por G. Tomas Ch. [23] se establecio una
metodologia general de extraccion por método Soxhlet, la cual fue sometida a
variaciones con base en los resultados que se fueron obteniendo y a otros autores
consultados [24] [25], con el propésito de observar la influencia de las diferentes
variables tratadas en el rendimiento de la extraccion. Lo cual género como resultado
el empleo de los diferentes ensayos que se describen a continuacion.

Determinacion del porcentaje de sapogeninas total extraidas: El porcentaje de
eficiencia de extraccion se realiza de acuerdo a la siguiente ecuacion

STE

%PEE:M * 100

SE

Donde:

Pee=porcentaje de eficiencia de extraccion
Ste=Sapogenina total extraida (mg)

Mse= muestra empleada

Determinacion mg de sapogeninas por cada 100g de muestra seca

mMgstE _ S7g+100
por cada 100g de Mgz Mg

Donde:

mgste=mg de saponina total extraido por cada 100 g de muestra seca
Ste=Sapogenina total extraida (mg)
Mse= muestra empleada



Procedimiento general para la extraccion de Diosgenina mediante método
Soxhlet

Etapa 1 Método soxhlet

Para realizar la extraccién por medio este método se requirié de un equipo soxhlet
gue se ajustaba a la cantidad de muestra a tratar. Para iniciar el procedimiento la
harina de filame se colocé en el cartucho poroso (algodén o papel filtro) y este fue
colocado dentro del sifén soxhlet, el solvente que en nuestro caso es etanol se
adicion6 en un balén aforado que se colocé sobre una plancha de calentamiento, y
se adecud en el montaje del aparato soxhlet [54]. El proceso de extraccion se
realiz6 hasta agotamiento, una vez terminada la extraccion, el extracto etandlico se
concentrd en un rotaevaporador, se dejo reposar el solvente, y finalmente se filtrd
para recuperarlo y separarlo del extracto crudo de saponinas [23].

Etapa 2 Hidrolisis

A los extractos secos se le adiciond suficiente agua destilada hasta disolucion total
de las muestras, posteriormente se llevdo a reflujo durante 3 horas, a una
temperatura de 90 ° C, con HCL 2.5 N empleando un volumen de solucion acida
igual a la cantidad de agua destilada que se emplea para diluir la muestra seca,
luego se dejé enfriar hasta alcanzar temperatura ambiente [23] [21].

Etapa 3 Extraccién Liquido-Liquido

En un balén de decantacion se agregd la solucion hidrolizada previamente
neutralizada, luego se adicion6 acetato de etilo como fase organica, este proceso
se realiza al menos 3 veces, luego de ello la fase organica es llevada al
rotaevaporador para recuperar el solvente empleado.

Etapa 4 Purificacion

Para purificar el extracto de sapogeninas obtenido se empled el método de
cromatografia en columna, utilizando como fase mévil Diclorometano, una mezcla
Diclorometano-Acetato de Etilo (4:1) y acetato de etilo, con el propdsito de
aumentar la polaridad. Las fracciones obtenidas de la purificaciéon fueron
monitoreadas por TLC y reveladas con vainillina en acido sulfarico [55].



Ensayos de variacion del procedimiento general para la extraccion de
Diosgenina mediante método Soxhlet

Ensayo 1

Consistio en preparar la muestra retirando la cascara, las impurezas y disminuyendo
su tamafio, una vez se terminada esta etapa se procedio a macerar con un solvente
apolar (éter de petréleo) con el propdésito de retirar las grasas este proceso se realizd
durante 3 dias con agitacion constante, transcurrido el tiempo de maceracion el
extracto fue separado de la parte solida mediante filtrado convencional esta ultima
fue sometida a secado en un horno a vacio durante 24 horas a una temperatura de
50° C, mientras que el extracto es llevado a sequedad para separar el solvente de
la grasa en un rotaevaporador. Posteriormente el sélido seco se pulverizo
empleando un mortero con pistilo y se someti6 a extraccion soxhlet hasta
agotamiento (14 a 16 horas) con etanol, culminada la etapa de extraccion el extracto
alcohalico fue concentrado a sequedad y recristalizado con metanol.

Ensayo 2

Se realizé variacidon en la preparacion de la muestra modificando su tamafio por
medio de licuado, se aumenté el tiempo de maceracion de 3 a 5 dias, con el
propésito de obtener la muestra mas seca se aumento el tiempo de secado de 24 a
44 horas, después de concentrar el extracto alcohdlico este fue sometido a secado
en un horno de vacio durante 24h a 50° C, el extracto bruto de saponinas fue
hidrolizado con HCI 2,5 N durante 2 horas a reflujo a 90° C. Posterior a la hidrélisis
se llevd la solucion hasta un pH de 4 y se realizé una extraccion liquido-liquido
utiizando una mezcla diclorometano-acetona (7:5), el extracto organico se
concentré y purifico mediante recristalizacion en metanol y cromatografia en
columna monitoreada por TLC empleando diclorometano como fase mévil y como
reveladores lampara UV con longitudes de onda 254 y 356 Mn, lodo metalico y
vainillina en H2SOa.

Ensayo 3

Se realiz6 la preparacion de la muestra igual que en el ensayo 1, la muestra fue
sometida a secado durante 5 dias en una estufa a 50° C, una vez secada la muestra
se pulverizo en un mortero con pistilo y se someti6 a maceracion con éter de
petréleo disminuyendo el tiempo de 5 a 4 dias el resto del proceso se mantuvo igual.
La etapa de extraccion liquido-liquido fue eliminada al igual que en la etapa de
purificacion donde se elimino la recristalizacion en metanol y se emple6 solo la
cromatografia en columna monitoreada por TLC.



Ensayo 4

La preparacion de la muestra se mantuvo igual al anterior con variacion en la
pulverizacion de la muestra la cual se realizé en un molino de tornillo, se aumento
la maceracion de 4 a 5 dias, el resto del proceso continuo igual, posterior a la etapa
de hidrdlisis se agregd nuevamente el proceso de extraccion liquido-liquido
utilizando acetato de etilo. Se mantuvieron las condiciones de purificacion y
revelado.

Ensayo 5

Se mantuvo las condiciones de preparacion anterior hasta el proceso de secado, se
eliminoé la etapa de maceracion con éter de petréleo y la muestra seca fue sometida
a extraccion sin variacion en las condiciones anteriores hasta la etapa de hidrélisis
donde se aument6 de 2 a 3 horas y se neutralizd hasta un pH de 7 el resto del
proceso continuo igual hasta la etapa de purificacion y revelado

Ensayo 6

Se continuo con las condiciones anteriores variando el tiempo de extraccion soxhlet
a 20h, se mantuvo las condiciones anteriores hasta la etapa de purificacion donde
se empled diclorometano inicialmente, después una mezcla diclorometano-acetato
de etilo (4:1) y finalmente acetato de etilo

Ensayo 7

En este se empled gran variacion en comparacion con las anteriores debido a que
se realizd Hidrolisis previa empleando HCI 2,5 relacion (1:6) a reflujo durante 3h,
posterior a la etapa de hidrélisis la muestra hidrolizada se neutralizo, se filtro, se
lavé la muestra con volimenes de 50 ml de agua destilada 6 veces. Posteriormente
la muestra fue sometida a secado en un horno a vacio a temperatura de 50° C
durante 5 dias, una vez secada fue sometida a extraccion por método soxhlet con
diclorometano, el extracto obtenido se concentrd a sequedad y fue purificado por
cromatografia en columna empleando diclorometano inicialmente y una mezcla
diclorometano-acetato de etilo (4:1).

Ensayo 8

Se modifico la etapa de secado de la muestra debido a que se realiz6 mediante
liofilizacién y el resto del proceso se mantuvo igual al 5



3.4.4. Sintesis DE 16DPA

Determinacion del rendimiento total de la reaccion

R
%RTR = R—R * 100
T

Donde

Rtr= Rendimiento total de la reaccion
Rr= Rendimiento real
Rt=Rendimiento tedrico

El procedimiento general para la sintesis de acetato de 16 dehidropregnenolona
(16 DPA) en dos pasos a partir de diosgenina se divide en 3 etapas. Primeramente,
acetdlisis seguida de acetilacién-oxidacién y finalmente hidrélisis. Siguiendo la
metodologia planteada por Baruah y colaboradores [4].

CH,

Diosgenina PDA 16DPA

Figura 2. Reaccion de transformacion de la diosgenina a 16 DPA. a) anhidrido acético, AIClz, 140°
C; b) NalO4/CH:Cl2, yoduro de tetraetil amonio, KMNO4, luego CH3COOH, reflujo

Empleando diosgenina como material de partida, se llevé a cabo la etapa de
acetolisis por medio de reaccion con anhidrido acético y cloruro de aluminio (AICI3)
a reflujo obteniéndose como producto de reaccion PDA. Como segundo paso se
realiz6 la oxidacion-acetilacion de la PDA utilizando peryodato de sodio y
permanganato de sodio en diclorometano (CH2Cl2) a temperatura ambiente,
seguido de &cido acético a reflujo.



3.5. TECNICAS DE RECOLECCION DE INFORMACION

3.5.1. Fuentes primarias

La recoleccion de la informacion hace uso de fuentes primarias, principalmente
asesorias con docentes y expertos de otras instituciones. También se consultaron
permanentemente articulos cientificos de revistas indexadas.

3.5.2. Fuentes secundarias

Para recolectar la informacién se planteé el uso de las fuentes secundarias, como
bases de datos de Scopus, ScienDirect, Scielo, documentos en paginas web y
revistas indexadas

3.6. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION

Para el procesamiento de la informacion, fue necesario contar con datos
cuantitativos que expresan la cantidad de producto que se obtuvo para la especie
de dioscérea empleada y con los resultados se realizé un analisis comparativo. Los
resultados que se obtenidos permitieron prever la eficiencia del proceso en cuanto
a la ruta metabodlica seleccionada y que procedimiento presenta un mayor
rendimiento. Para el procesamiento de la informacién se hizo uso de tablas,
diagramas y graficas, con el fin de evaluar la viabilidad y sostenibilidad del disefio
al implementarlo a escala laboratorio, utilizando diferentes solventes

En el proyecto, se elucido cada uno de los productos obtenidos, a través de sus
propiedades fisicoquimicas como punto de fusion, rotacion 6ptica, etc.

3.7. PLAN TRABAJO

Se dedicé 20 horas semanales en promedio para realizar practicas de laboratorio
y revision de informacion sobre el tema de investigacion en las instalaciones de
laboratorio de productos naturales de la facultad de quimica farmacéutica de la
universidad de Cartagena



4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. DISENO EXPERIMENTAL

Con el propésito de encontrar las mejores condiciones de extraccion, se realizaron
diferentes procedimientos de extraccion analizando diferentes variables o factores,
para lograr este objetivo, se adoptaron los disefios experimentales planteados por
diferentes autores en la literatura consultada [23] [24] [25].

Tabla 1. Ensayos realizados a las muestras de Dioscorea rotundata

ensayo tratamiento  tiempo solventede  hidrolisis tiempo pH método de solvente de
inicial (dias)  extraccion (horas) purificacion purificacion
1 maceracién con 3 Etanol Recristalizacion metanol
éterdepetrdleo e e
2 maceracioncon 5 Etanol HCI25Na 2 4 Recristalizacion, Metanol/dicloromet
éter de petroleo reflujo (90°c) cromatografiaen ano
columnay TLC
3 Secadoy 4 Etanol HCI25Na 2 4 cromatografiaen diclorometano
maceracioncon reflujo (90°c) columnay TLC
éter de petréleo
4 Secadoy 9 Etanol HCI25Na 2 4 cromatografiaen diclorometano
maceracioncon reflujo (90°c) columnay TLC
éter de petréleo
3 Secado Etanol HCI25Na 3 7 cromatografiaen diclorometano
reflujo (90°c) columnay TLC
5
6 Secado 5 Etanol HCI25Na 3 7 cromatografiaen diclorometano
reflujo (90°c) columnay TLC {diclorometano

acetato de etilo 4:1/
acetato de etilo

7 Secadoe 5  diclorometano HCI25Na 3 7 cromatografiaen diclorometano
hidrolisis reflujo (90°c) columnay TLC {diclorometano
acetato de etilo 4:1

8 Liofilizacién 3 Etanol HCI25Na 3 7 cromatografiaen diclorometano
reflujo (90°c) columnay TLC



En la tabla 1, se puede observar las variaciones de tiempo, secado, condiciones de
extraccion y/o hidrdlisis a las que fueron sometidas las diferentes muestras. En los
ensayos 1 a 4 se realizd6 maceracion con éter de petréleo con el propésito de
eliminar las grasas presentes en la muestra como se reporta en la literatura [23]. Sin
embargo, esta etapa fue eliminada en el resto de ensayos con el proposito de
observar si era relevante y si afectaba el rendimiento de la extraccién debido a que
las saponinas presentan caracter anfipatico el cual permitiria una posible pérdida de
estas en la etapa de extraccion de las grasas. En el ensayo 1 y 2 se realiz6 la
maceracion de la muestra en etapa previa al secado, el cual fue variado en los
ensayos 3 y 4 donde se realizd previamente el secado de la muestra para retirar el
agua que representa entre 60 y 70% del peso de la muestra tratada en los ensayos
5-8 el proceso de maceracién con éter de petroleo fue eliminado. Ademas, el tiempo
de hidrélisis aumento a 3h en comparacion con el tiempo empleado en los ensayos
2 a 4 el cual fue de 2h con el propésito de obtener mayor conversion de saponinas
a sapogeninas al igual que las condiciones de pH las cuales variaron de 4 a 7 con
el fin de neutralizar la muestra. En el ensayo 7 se varié el orden del proceso de
extraccion, se inicié con la etapa de hidrdlisis lo cual gener6 el empleo de una gran
cantidad de solucién de HCIl en comparacion con el empleado en el resto de
ensayos debido al tamafio de muestra seca por lo que solo se aplicd a esa muestra.
el proceso de secado fue realizado en los ensayos 1 a 7 a través de una estufa a
vacio mientras en el ensayo 8 se realiz6 a través de liofilizacion para disminuir los
tiempos de secado en los cuales se empleaba un periodo de 5 dias
(aproximadamente).Por otra parte el método de purificacion por recristalizacion en
metanol empleado en los ensayos 1 y 2 fue eliminado a partir del tercer ensayo
debido a que generaba perdidas de extracto de sapogeninas porque los cristales
formados tienen un tamafio de particula muy pequefio el cual facilmente asciende
los poros del papel filtro, ademas, en los ensayos 6 y 7 se aumentd la polaridad del
solvente de purificacion tratando de aumentar el rendimiento de extraccion.

Tabla 2. Porcentajes obtenidos de las diferentes metodologias empleadas

Ensayo Peso de iame Porcentaje Peso de Muestra Sapogenina total mg de
humedo(g) de humedad fame empleada (g) extraida sapogeninas
(%6) seco(g) mg % /100g de
muestra seca
1 3800 61,316 1470 1470 96 0,007 6,531
2 737,8 67,831 237,34 237,34 211 0,089 88,902
3 1180 70,508 348 348 314 0,090 90,230
a4 1552 66,495 520 497 341 0,069 65,577
5 300 369 0,123 123
6 1568 61,276 607,2 127 686 0,540 540,157
7 100 468 0,468 468

8 2170 70,272 645,1 58,475 66 0,113 10,231



En la tabla 2 se puede observar el porcentaje de humedad y la cantidad de
sapogeninas total extraida obtenidos por cada ensayo realizado. también se
observa los porcentajes de sapogeninas total extraidas y la cantidad de
sapogeninas extraida por cada 100g de muestra seca. Se puede observar que El
procedimiento llevado a cabo en el ensayo 6 proporcioné mayor rendimiento en
cuanto a obtencion de saponinas, aunque el procedimiento empleado fue
exactamente igual a la 5 con una pequefia variacion en el tiempo de extraccion. Por
otro lado, en el ensayo 1 se obtuvo el menor rendimiento, esto como resultado del
proceso de purificacion por medio de recristalizacion en metanol, en el cual se
presentaba poca formacion de cristales. Se puede observar que la metodologia
planteada por Maldonado y colaboradores [24], en la cual se plantea realizar
hidrélisis previa a la etapa de extraccion, se obtuvo un porcentaje menor de
sapogeninas totales, en comparacion con las metodologias donde se realizé la
hidrélisis posterior a la etapa extraccion, este hecho posiblemente se presenta
debido a que la solucion de hidrdlisis previa a una extraccion presenta material
vegetal, el cual contiene celulosa, almidon, proteinas, entre otras macromoléculas,
gue pudieran estar consumiendo acido clorhidrico. En los ensayos 1-4 se realiz
desengrase variando el tiempo de maceracion con el propdsito de extraer mayor
contenido de grasas, se comprob6 que el tiempo de maceracion influyo en la
cantidad de grasas extraidas aunque no en cantidades significativas lo cual indica
gue en los periodos mas cortos de maceracion no son suficientes para lograr una
extraccion total de grasas, esta etapa fue eliminada en los ensayos posteriores (5,
6,7, y 8), esta decision fue tomada al observar los bajos rendimientos obtenidos en
los ensayos iniciales, posiblemente al hecho que las saponinas presentan un
caracter anfipatico que permitiria una posible pérdida de estas en la etapa de
extraccion de las grasas. En general, la cantidad de sapogeninas obtenidas se
encuentran en un rango entre 0,005 y 0,540 %, resultado muy cercano a los
reportados en diversas investigaciones [24], [12]. Sin embargo, este resultado no es
alentador si se requiere realizar extraccion con fines comerciales debido a que el
porcentaje minimo de interés es del 3% (en base seca) [12]



Tabla 3. Contenido de Diosgenina en cada prueba

Ensayo Fracciones Peso Diosgenina Porcentaje de
con Diosgenina (mg) seco(g) purificada Diosgenina
(mg)

2 30 23734 | - | e

3 98 348 3 0,001
4 45 497 8 0,002
5 43 300 2 0,001
6 380 127 10 0,008
7 31 100 | - e
8 48 58,475 | e e

En la tabla 3 se puede observar las cantidades en mg de las muestras que se
supone contienen Diosgenina después de la purificacién, de acuerdo a su
comparacién con un patron de referencia a través de un TLC observando el cambio
de coloracion cuando se utiliza el revelador de vainillina en H2SO4 y al factor de
retardo (Rf). Con base en los analisis realizados se puede observar que en el
ensayo 1 no se obtuvo Diosgenina, debido a que no se realizé hidrolisis, proceso
mediante el cual las saponinas son convertidas en sapogeninas, por la ruptura del
enlace glucosidico.

Las muestras en las cuales se observo la presencia de Diosgenina fueron eluidas
en cromatografia en columna utilizando silica gel como fase estacionaria y
diclorometano como fase mévil, con el objetivo de separar el compuesto de interés,
posteriormente se realizaron pruebas de identificacion como punto de fusion,
espectrofotometria de infrarrojo (FT-IR) espectrometria de masa (MS) vy
comparacion de factor de retardo contrastado por patrén de Diosgenina comercial.

Se observa los mg de Diosgenina que fueron purificados de las fracciones de cada
ensayo donde se tenia indicios estaba presente. Ademas del porcentaje de
Diosgenina presente en cada muestra seca de Dioscorea.

En los recuadros donde no se observan valores de purificacion y porcentaje de
Diosgenina corresponden a muestras en las cuales después de aislar mediante.
cromatografia en columna se observdo que no habia contenido de diosgenina
suficiente para realizar cuantificacion



Andlisis espectroscopico
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Figura 3. Espectro infrarrojo de Diosgenina. A espectro obtenido de la literatura [56], B espectro del
compuesto aislado.

De acuerdo a lo observado en la fig.1 se puede inferir por la similitud en las bandas
caracteristicas entre los espectros que se trata de Diosgenina. Por otra parte, el
andlisis del espectro IR del compuesto aislado presenta una banda en 3449 cm™



caracteristicas del estiramiento O-H en alcoholes, también se observa una banda
en 2924 cm seguida de 2847 cm™ del estiramiento C-H de los grupos metilo y
metilenos respectivamente, corroborandose con la banda de menor energia a 1456
cmL. El estiramiento C=C de alqueno trisustituido se observa en la banda a 1667
cm?, finalmente se observan bandas a 1171, 1158, 1096, 1065 que corresponden
a estiramiento C-O de éteres ciclicos.

Sintesis de 16DPA

La sintesis de 16DA a partir de Diosgenina ha sido reportada por diversos autores
los cuales proponen rutas sintéticas amigables al medio ambiente en un solo
recipiente, otras empleando reactivos contaminantes como el xileno [3] [1]. Sin
embargo y aunque fueron replicadas la ruta que proporciono resultados positivos
fue la planteada por Baruah, Diganta [4] con algunas variaciones.

Procedimiento

Se afadieron 61 mg de cloruro de aluminio a 20 ml de anhidrido acético recién
destilados a 95° C la mezcla fue agitada durante 15 minutos, posteriormente se le
adicionaron 414 mg Diosgenina, la mezcla fue llevada a reflujo durante 3 horas.
Transcurrido el tiempo de reaccion la mezcla se deja enfriar a temperatura
ambiente, se afiade agua destilada y se agita durante 5h, se filtra y se obtiene un
polvo amorfo color café el cual es recristalizado en 10 ml de metanol, al producto
de obtenido de la reaccion se le realizaron pruebas de caracterizacion como punto
de fusion e identificado como PDA

El producto anterior (PDA) es mezclado con 10mg de peryodato de sodio y disuelto
en una mezcla de 20ml de diclorometano (CH2Cl2) y 15 ml de agua destila, a la cual
es afladida gota a gota una solucién de 10ml de permanganato de potasio en 5 ml
de agua durante 10 min seguida de 5mg de ioduro de tetraetil amonio a pH de 4, se
agité vigorosamente durante un periodo de 3h a temperatura ambiente. El progreso
de la reaccién fue monitoreado por TLC. Después de completarse, la mezcla de
reaccion se diluyé por adicion de 50 ml de CH2Clz2 y se paso a través de carbon
activado, el solvente organico fue separado y se llevado a sequedad. Al producto
bruto de reaccion se afiadieron 20 ml de CH3COOH y se calento6 a reflujo durante
4 horas, finalizado el proceso, la mezcla de reaccion se vertid en agua con hielo y
se extrajo con CH2Cl.. La capa orgénica es separada y lavada con NaHCO3
posteriormente es secado sobre Na2SO4 anhidro, la mezcla es llevada a sequedad
y el producto solido es recristalizado en metanol. Se obtuvieron cristales color
blanco con un peso de 240g, los cuales fueron caracterizados por IR, MS en las
cuales se analizaron las bandas y picos obtenidos, se compararon con los
reportados en la literatura por lo que se determind que se encontraban en los rangos



de los grupos funcionales caracteristicos de esta molécula. Ademas, se determiné
el punto de fusion el cual fue de 176° C mientras que el reportado en la literatura se
encuentra en un rango de 170-178° C, adicionalmente se realiz6 comparacion del
factor de retardo contra un patron de 16DPA comercial, por lo que se establecié que
el producto obtenido se trataba de 16DPA.obteniendo un rendimiento global de
reaccion de 67,42%.
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De acuerdo a lo observado en la fig.3 se puede inferir por la similitud en las bandas
caracteristicas entre los espectros que se trata de 16DPA.Con base en lo anterior
al realizar el analisis al espectro del compuesto de sintesis se puede observar que
presenta una banda en 1725,04 caracteristicas del estiramiento del grupo carbonilo
seguida de una banda en 1456,02 también se observa una banda en 1456,03 la
cual indica (C=C) de un grupo aromatico, seguida de tres bandas en 1375,98-
1160,96 y 1049,10 respectivamente representativas de los esteres acetato (figura
2). Ademas, la banda presentada en 1725,04 correspondiente al estiramiento del
grupo carbonilo se ve ensanchada, posiblemente debido a un solapamiento de las
dos bandas correspondientes a cada uno de carbonilos presentes en la estructura,
este fendmeno se puede atribuir a la resolucion del equipo.

Espectro MS

Abundance
14.0
130000
120000
110000
100000
49.0|
90000
80000 839

207.0
70000
60000
50000
40000

30000

281.0

20000 139.0

10000 105.0

(i =
miz—> 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Figura 5. Espectro de masas -1 de la 16DPA obtenida de la sintesis.

En el espectro de masas se observa el ion molecular [M] a m/z 355, que
corresponde al peso molecular menos uno de 16 DPA, del mismo modo el patrén
de fraccionamiento coincide a los reportados en la literatura para compuestos
derivados esteroides [57].



5. CONCLUSIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos llegar a la conclusién que
el mejor procedimiento para la extraccion de Diosgenina fue el seis debido a
que proporciono la mayor cantidad de Diosgenina aislada, se logré la mayor
conversion de las saponinas presentes en el fiame espino, asi como la mayor
cantidad de sapogenina total extraida.

Se pudo comprobar que el producto de extraccion se trataba de Diosgenina
a través de las pruebas fisicas y espectroscépicas realizadas al producto de
extraccion obtenido

Se realiz6 la sintesis de 16DPA a partir de la Diosgenina obtenida por el inico
método que arrojo resultados positivos planteado por Baruah, Diganta [4] con
algunas variaciones.

Se pudo comprobar que el producto de extraccion se trataba de 16DPA a
través de las pruebas fisicas y espectroscopicas realizadas al producto de
sintesis obtenido a partir de Diosgenina

Se puede observar que los ensayos en donde se realiz6 desengrase
presentan porcentajes de extraccion menores en comparacion con los
realizados sin desengrase debido al caracter anfipatico de las sapogeninas
por lo cual parte de ellas pudo ser extraidas junto con las grasas.

Se determind que las condiciones Optimas para la etapa de hidrélisis eran
HCI 2,5 N a reflujo durante 3 horas.

Se establecié que al monitorear las TLC la Diosgenina no es visible en las
longitudes de ondas empleadas y que el revelador de iodo metélico presenta
deteccion minima en comparacion con revelador de vainillina en H2SO4 que
es el revelador universal para sapogeninas.



6. RECOMENDACIONES

Para la extraccion de Diosgenina a partir de Dioscorea se recomienda ensayar
con otras especies las cuales presenten como caracteristicas organolépticas
sabor amargo, debido a que las saponinas generan esta caracteristica lo cual
seria un indicativo de mayor contenido en la especie.

Realizar pruebas en las diferentes etapas del crecimiento y desarrollo del cultivo.

Se recomienda comparar diferentes métodos de extraccion no convencionales
(ultrasonido, microondas, fluidos supercritico) empleando diferentes solventes
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Anexo B. (TLC ensayo 1 comparadas con patrén de Diosgenina)

Anexo C. (TLC ensayo 2 comparadas con patrén de Diosgenina)




Anexo D. (TLC ensayo 3 comparadas con patrén de Diosgenina)

Ane ! 0 4 comparadas con patrén de Diosgenina)

Anexo F. (TLC ensayo 5 comparadas con patron de Diosgenina)



Anexo G. (TLC ensayo 6 comparadas con patron de Diosgenina)




Anexo H. (TLC ensayo 7 comparadas con patrén de Diosgenina)

Anexo |. (TLC ensayo 8 comparadas con patrén de Diosgenina)






