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SUMMARY t

’From the rhizoms of Asparagus umbellatus Link, recollected in May in the’ South
& of Tenerife, we obtamed ﬁ-snosterol and three sapogenins, two of them, tlgogenm and
g hecogemn, in great quantltles the thlrd one, 1identified as hxspldogemn, only: small
N yleld k :
: ~The rhizoms of 4. umbellatus ‘Link recollected in Wmter, nearly excluswely contax- '
T ‘aned tlgogemn ‘and- hecogenm hlspldogenm bemg present in traces only.

the. .species Asparagus,; were isolated three steroldal sapogénins
apogenin, until now the only genin found in the Asparagius studied.

facil- transformamén de las sapogeninas - esteroidales al conespon-
iente: A“‘ 20-cetoesteroide, descubierta por Marker v Rohrmann- (1), ha
“tenido ‘enorme repercusién, tanto en el campo tedrico como ‘en el industrial.

A51, nos encontramos con. que la diosgenina 1, frecuente en las Dioscorea- -
. k~~ceas, entr otras farmllas boténicas,” practicamente ha desplazado -al coles-
- terol . como materia de partida en las sintesis de hormonas sexuales y
T ‘cortwaﬂles fabrlcandose, en gran escala, primero la progesterona (2) v lue-

go la desowcwortwmtemna (3).

A raiz de la brillante aphcacxon industrial del descubrmnento de Mar-
ry Rohrmann (oc. 01t) se intensifica la busqueda de nuevas fuentes de
’enmas ester01d1cas, sxendo miles las espe01es de plantas en las cuales
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se ha investigado la presencia de estas sustancias. De esta forma se han
hallado nuevas fuentes ricas en sapogeninas ya conocidas y se han des-
cubierto otras geninas nuevas, cuyas estructuras han sido establecidas.
Algunas de las nuevas sapogeninas descubiertas constituyen mejores ma-
teriales de partida en la sintesis de varias hormonas y permiten la obten-
cién de otras diferentes. Asf, la hecogenina II, facilmente asequible de
varias especies vegetales, lo mismo que de los productos. residuales de la
fabricacién del sisal, a partir de Agaves (4), debido a su agrupamiento ce-
ténico en C-12 constituye el material de partida de una de las sintesis co-
merciales de cortisona (5) y prednisona (6). El descubrimiento de la boto-
genina 111 (7) [gentrogenina y correlogenina (8)], con su doble enlace en
C,-C,, facilita las sintesis de varias hormonas.

Dada la gran aplicacién que la industria hace de varias sapogeninas
esteroidales, en la sintesis de hormonas sexuales y corticales, considera-
mos de interés investigar la presencia y naturaleza de estas geninas en
diversas especies boténicas, endémicas o introducidas en el Archipiélago
canario, como parte de nuestro plan general de trabajo sobre quimica de ‘
la flora canaria. ; S

Hemos iniciado estos estudios con la investigacién de las sapogeninas
esterédicas contenidas en un grupo de Asparagus endémicos o introdu-
cidos en el Archipiélago canario. k

Habia llamado nuestra atencién. el hecho de que en las especies de As-
paragus citadas en la literatura ; A. Officinalis L. (9), A. acutifolius 1. (10),
Asparagus sin especificar especies (11), A. stipularis L. (12) v A. albus L.
(18), se habia hallado siempre, como tnica sapogenina esteroidal, la sarsa-
sapogenina 1V.

En primer lugar, hemos estudiado la sapogeninas. aisladas de los-ti-
zomas del Asparagus umbellatus Link, endémimo del Archipiélago. cana-

(4) Cauow, R. K., CorNrorT, J. W. y Sensie, P. C.; Chem. & Ind. 699 (1951).
SpeNsLEY ; Ibid. 426 (1952); HassaLL, C. H. y Smrrh, B S. W.; {bid. 1570. (1957).

(5) Djyerassi, C., Rincorp, H. J. y ROSENKRANG; * G. ; . Amer. Chem. Soc.; 73,
5513 (1951) ; 76, 5533 (1954) ; Cuapmay, J. H., Eixs, J., PHILLIPPS, G. H.y Wyman, L. J.;
J. Chem. Soc., 4344 (1956). ) )

(6) MgrysTrE, CH., REY, H., VOSER, W., y WETTSTEIN, A.’; Helv, Chim. Acta, 39,
734 (1956) y SzPILFOGEL, S. A., PORCHUMUS, T. A. P., WinTER, M. S. y vaN Drot, D. A,
Rec. Trav. Chim. Pays-bas, 75, 475 (1956). ;

(7) Marker, R. E. y Loépez, J. 3] Am. Chem. Soc., 69, 2393 (1947)

(8) Watens, H. A., Serota, S. y WarL, M. E.; J. Am. Chem. Soc., 77, 5196 (1955);
WaLens, H. A., Serota, M. E.; J. Org. Ch., 22, 182 (1957).

(9) Marker, R. E., TurNer, D. L., SHABICA, A. C., Jones, E. M., KRUEGER, ].
y Surmatis, J. D.; J. Am. Chem. Soc., 62, 2620 (1940).

(10) Fontan Canpera, J. L.y Vitrar Pavasy, V.; Estos AnaLges, 47-B, 309 (19‘51).
(11)  Rapassa, R. y Giovampatrista; Rev. Asoc. Bioguim. Argentina, 18, 33 (1953).
(12) DéviLa, C. y Martin Panizo, F.; Estos AnaLes, 54-B, 697 (1958). ‘

(18) Martin Panizo, F. y Scunrri, J.; Estos ANALES, 57-B, 299 (1961).
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rio (14). Se han utilizado rizomas de ejemplares silvestres, recolectados en
el mes de mayo en la zona Sur de Tenerife. Llegamos a un rendimiento
en sapogeninas brutas de 4,8 gr/kg de rizomas frescos o de 9,5 grikg de
rizomas deshidratados. En cromatografias en capa fina el producto. se com-
porta como una mezcla de geninas esteroidales. Se realiza su separacién
por solubilidades y cromatografias preparativas con alimina y el gel de silice.

Las sapogeninas brutas se extraen con benceno caliente, reuniéndose
las pirmeras extracciones, que constituyen la fraccidn A, y luego las dl-
timas que denominamos fraccidn B. B

La fraccion A se trata con benceno a la temperatura ambiente (ver
parte experimental) y la parte no disuelta se extrae con heptano y luego
se cristaliza en metanol, llegamos-a una sustancia que, por cromatogra-
fia en capa fina 'y gas liquido, se muestra como una especie pura, de
Tr 32,6 minutos, en las condiciones experimentales utilizadas.

Este producto presenta en el I. R. el espectro: .de absorcién ca-
racteristico de una Sapogenina esteroidica de la serie iso con . grupo
OH. Recristalizada en acetona, presente p. f. 218-214° C; [a]p2°®-65°, for-
ma un acetato que, cristalizado en CHCI, :CH,OH, da p. f. 206-212° C;
[a]52°-65,4°, un benzoato de p. f. 224-225° C, cristalizado en CHCI, ;
[a]p**-51° y una cetona de p. f. 202-206° C, [2]**-52°. Esta genina se
identifica, por sus constantes y las de sus derivados, con la tigogenina V,
seglin puede verse en la tabla I. '

Tasra 1

Sapbgenina Acetato Benzoato - Cetona
" Tigogenina (15) .. ... ... P F. 208 P. F. 210212 P. F. 2229224 P, F. 205207
' [ajn—67° [a]o—70° [alp—45° [a]p—53-55°
CHCl, {piridina) CHCI,
Nuestra genina del 4. um- ,
bella-tus Link ... ... ... P. F. 213-214 P. F. 206-212 P. F. 224.225 P, K. 202-205
. [a]p®%—~65° falo**°—70° [a]p?t—51° [a]lp*™—51°
CHCI, CHC1, CHCI, CHCl,

Esta identidad es confirmada por cromatografia en capa fina, gas-liqui-
do y por su estudio espectrografico. '

De la parte de la fraccion A que se disolvié eén benceno frio se separd,
por cromatografia preparativa, en primer lugar g-sitosterol, que fue identi-

(14) Pirarp, J. y Prousrt, L.; Les Tles Canaries. Flore d’Archipel;, ed. Paul Klin-
ckseech, Parfs, 1908, pag.

(15) . Elsevier’s Encyclop. of Organic Chem Springer-Verlag. Vol. 14, pag. 3735 s.,
3738 s. y 3798 s.
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ficado por reacciones coloreadas y cromatografias en capa fina, luego se
obtiene una mezcla de sapogeninas, que, por acetilacién y cromatografia
preparativa a través de alimina activa, se resuelve en acetato de ltigogenina,
en las primeras fracciones. De las tltimas se obtiene otro acetato de pvur‘ito
fusién 9222-925° C, []p2°>-58°, cuyo espectro 1. R. corresponde al de un ace-
tato de sapogenina de las dos series. En las fracciones intermedias se sepa-
ra una mezcla de dos acetatos diferentes.

La fraccion B se trat6 con benceno frio, la parte que se disuelve, des-
pués de recuperada, es extraida con heptano y luego cristalizada en metanol.
Por cromatografia en capa fina da dos manchas, una de igual desplazamien-
to que la tigogenina. Cuando se eluye con cloroformo, a través de gel de
silice, se eluye, en primer lugar, tigogenina, luego se separan mezclas y
por ltimo un producto de p. f. 267° C, cristalizado en acetona, [a]p?®+T°
(CHCI,, ¢=1,54 %) y [a]p?*™+6° (CHCL,, ¢=1,71 %). Por cromatografia
en capa fina muestra trazas de tigogenina.

La absorcién en el I. R. de este producto corresponde a-la de una sapo-
genina esteroidal de la serie iso, con OH y C=0 (v 1.712 cm~').. Forma
un acetato de p. £.-334-337° C (de MeOH), [alp>*-3,7 (CHCL) y [a]»**-0
(dioxano) y una 2,4-fenilhidrazona de p. f. 249-250° C. Estas caracteristi-
cas concuerdan con hecogenina y la identidad se confirma por cromatogra-

fia en capa fina de la genina y su acetato, asi como por sus estudios en
el 1. R. :

La parte menos soluble en benceno de la fraccidn B es una mezcla que
se resuelve por cromatografia en gel de silice. Primero pasan productos
céreos, luego una mezcla de esteroles de la cual, por cristalizacién, se sepa-
ra g-sitosterol y de las aguas madres de estas recristalizaciones se recupera
un producto de p. f. 125-128° C; [2]p**° +41° (CHCI,), que por cromatogra--—
fia gas-liquido se resuelve dando tres bandas de Tr 68,4 ; 72,4 v 80 minutos,
el g-sitosterol, en las condiciones experimentales utilizadas, muestra Tr 80
minutos. Después de los esteroles sc separa tigogenina y en las Gltimas frac-
ciones de la cromatografia se obtienen mezclas de tigogenina y hecogenina.

De las aguas de las cristalizaciones de los productos de la fraccion B se
recupera una mezcla de geninas. Por cromatografias en capa fina da cua-
tro manchas ; la de mayor avance se alinea con una muestra de 3-sitosterol,
la siguiente observa el mismo desplazamiento y coloracién a la luz UV
que la tigogenina, la tercera no se alinea coti ninguna de las saponinas dis-
ponibles en nuestro laboratorio y la cuarta se comporta como hecogenina.

Cromatografiada esta mezcla, a través de gel de silice, no se revuelve
por lo que procedimos a su acetilacién y posterior cromatograffa de la mez-
cla de los acetatos en aliimina neutra. Se obtiene, en las primeras fraccio-
nes, acetatos de esteroles, luego acetato de tigogenina, con trazas de la ter-
cera genina, y luego es arrastrado un producto que, -en cromatograffa de
capa fina, se muestra como un especie quimica pura con desplazamiento



1967 NUEVAS FUENTES NATURALES DE SAPOGENINAS ESTEROIDICAS. 1. 931

intermedio entre el acetato de tigogenina y acetato de hecogenina. Crista-
lizado en acetona da P. F. 206-210° C; [a]s®*°—47,3 (CHCL,). Su espec-
tro IR en S,C presenta bandas caracteristicas de una sapogenina esteroidal
de la serie iso, con bandas de absorcién del agrupamiento éster y del agru-
pamiento C=0 (v m4x. 1720 cm™'), dando positiva la reaccién coloreada de
Zimmerman (16) para las cetonas en ‘C,. Este acetato se identifica con el
acetato de hispidogenina VI aislada recientemente’ por C. P. Maiti y Sipra
Moorkherjea (17) del Hispidum solanum.

Con el fin de ver si el Asparagus wmbellatus Imk contiene las mismas
sapogeninas en todas las épocas del afio, realizamos un estudio de las ge-
ninas- aisladas de sus rizomas frescos, recolectados en el mes de noviem-
bre en la zona sur de Tenerife.

En este ensayo obtuvimos las sapogeninas siguiendo la marcha des- .
crita por Wall y colaboradores (18). Con la sapogeninas brutas obtenidas
realizamos una serie de cromatografias en capa fina. Se comprobé que los
rizomas del A. umbellatus Link recolectado en el invierno contiene casi ex-
clusivamente ligogenina y hecogenina y sélo ligeros indicios de una tercera
sapogenina que se alinea con la hispidogenina.

- Me

Me Y---Me

TI. Botogenina IV. Sarsagsapogening

HO

V. Tigogenina . Vi. Hispidagening

(16) ZIMMERMAN ; Z physiol Chem., 223, 257 (1935).
(17) Marm, C. P y Sipra MOOKHERJEA ; Chem. & Ind., 1653 (1965)

(18) WaLrL, M. E,, KRIEDER, M ‘M., Romuman, E. S. y Eppy, C. R.; J. Biol. Chem‘
198, 533 (1952).
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PARTE EXPERIMENTAL

Los puntos de fusién no est4n corregidos. Las actividades épticas han sido determi-
nadas en cloroformo, salvo las que se indican en el texto, usando un polarimetro Per-
kin-Elmer mod. 141. Los espectros ultravioletas, en un espectrégrafo Perkin-Elmer mo-
delo 187 U. V,, y los infrarrojos, en los modelos 137 I. R. y 237 I. R. Los andlisis, en
la Seccién de Microandlisis del Instituto «Alonso Barban, dirigido por el Dr, Calderdn,
a quien expresamos nuestro agradecimiento. '

Las cromatografias en fase gaseosa se han efectuado en un aparate «PYE-Chroma-
tography», empleando columnas de 120x 0,5 cm'y gas argdn como éluyente.’

En las cromatografias de columna se emplea como absorbente alimina Merck - es-
tandarizada para andlisis cromatografico, segiin Broockmann, o gel de sflice. de «The
Davison Chemical Corporations», exceptudndose los casos que se indiquen en. el texto.

En las cromatografias en capa fina, siempré que no se diga otra cosa, se emplea
4cido clorosulfénico al 20. por 100, en 4cido acético glacial como revelador, y Kiesselgel
G. Merck, como absorbente. Los disolventes o mezclas de disolventes utilizados- como
eluyentes se designardn de la forma siguiente: . ‘ \

Eluyente Denominaciéﬁ
Cloroformo+20 9, acetona ... A
Cloroformo+5 % aCetONA ... wee iv. wee o eee cer e eei eee hee eev e s .. B
Cloroformo : benceno (1 : 1) .o ot cor viiit it s et i e e e C
CIOrofOrmO ... oo vit ve ivt i wen oee cee e e e e i e e e D
Cloroformo+1 9% arelona ... ... oo civ e ces vee i aee e eve e eae e e E
Cloroformo-+5 9% metanol ... ... ... oo . ool e e e e e e e F
Benceno: acetona (5: 1) ... ... o Ll c i e e e e ) G

Acetato de etilo ... .o oo Ll e e H

[UREC T Gk ]

Material de partida.—Unos 14 Kg de rizomas frescos, recolectados durante el mes de
mayo, en la zona entre Arico y La Zarza (isla de Tenerife), pertenecientes a ejempla--
res silvestres de Asparagus umbellatus Link, después de triturarlos, fueron extraidos
con etanol, utilizAndose 40 litros de alcohol, en dos extracciones a reflujo, duraante cin-
co horas cada una. El extracto frio fue filtrado, luego se concentré a vacio hasta seis
litros y volvié a filtrar, se unieron los dos precipitados.

El concentrado se hidrolizé calentdndolo con 4cido sulfurico, estando la solucién a
pH 4. La solucién obtenida, después de la hidrélisis, se vertié sobre un volumen igual
de agua. Se separé el precipitado formado y, después de seco, fue exiraido con ben-
ceno a ebullicién. Se hicieron ocho extracciones, empledndose dos litros de benceno en
cada una.

Se .agruparon por separado las tres primeras extracciones que constituyen la Fra-
cion A y las restantes, que constituyen la Fraccién B.

Tanto la Fraccion A como la B se sometieron al tratamiento siguiente:  se lavaron
primero con agua; luego, con solucién acuosa de NaOH al 3 9, y por ultime, con
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agua. Al destilar el benceno, después de .secar las soluciones, la Fraccién A dejé un re-
siduo s6lido de 26 g, y la.Fraccién B, uno de 49 g. En total se obtuvieron 75 g de ge-
ninas en bruto, 16 que  significa un rendimiento de 4,8 g/Kg de rizomas frescas, o
9,4 g/Kg de rizomas deshidratados. ' ‘

Fraccion A.—Los 26 ¢ de producto se agitaron con un litro de benceno, a la tem-
peratura del laboratorio, se separ6 por filtracién la parte que no se disolvié (8,3 g) v se
lavé, otra vez, con unos cc de benceno.

La parte que no se disolvié en &l litrg de benceno fr{o, en cromatografia en capa
fina, eluyendo con el sistema F, se' desdobla en dos manchas. Después de cristalizario
varias veces las cromatografias ‘en” capa ‘fina,” usando los sistemas eluyentes A,” B, D
y F, dan una sola mancha que queda, en todos los sistemas, a la misma altura que
una muestra de tigogenina auténtica, al U. V. dan ambos productos la misma fluores-
cencia. Usando el revelador de Sannié y colaboradores (loc. cit.) no se obtuvieron re-
sultados ‘positivos, o v

La sapogenina obtenida, cristalizada en acetona, fij6 su p. f. .a 218-214° C,
[a]p?t-650 (CHCL,, c=1,04 %). Su espectro 1. R. es tipico de una isosapogenina su-
perponible con el dado por una muestra auténtica de tigogenina, ambos productos en
solucién de S,C a 10 gr/litro y con célula previamente calibradas. Por cromatografias gas-
liguido en columnd de silicona al 0,75 % sobre celita 85-100 mesh (temperatura en '
la parte supetior dé la columna 125°, flujo de gas 37 cc/minuto, tiempo de carta
6 pulgadasfhora, presién de la columna 14 p. s. i, voltaje 1500 V. y sensibilidad X 10), '
dio una sola banda con Tr 32,6 minutos, referido al colestano.

Se- calentaron 0,003¢ g de esta genina con 10 cc de SOH, al 94 % durante
dieciséis horas, a 40°, el producto resultante presenta en el U. V., 'absorciqnes para
/\max'415 y 350 my. ' ' '

Andlisis.—Cal culado paxa CZ/HMO‘s,HZO: C, 74,65 ; H, 10,59 9. Hallado: C, 74,80;
H, 9,90 %. , N

Esta sapogenina forma un, acetato que, cristalizado en mezclaCHCI, —CH,OH,
fija su'p. £ a 206-212° C; [aln®™-64,4° (SHCI,, o= 1,80 %). Da el espectro I R ti-
plCO de 1as 1sosapogemnas espirosténicas.

Andlisisi—Calculado para C”HMO C, 7598; H, 10,04 %. Hallado: C, 75,98;
H 9,84 %. ' .

También forma un benzoato, al tratarla con piridina y cloruro de benzoilo ; cris-

talizado en cloroformo da p. f. 29242260 C'; [a]p?%-51° (CHCl,, ¢=1,8%).

- Andlisis.—Calculado paxa C”H“O G, 78,46; H, 9,23 %. Hallado: C, 78,25;
H, 9,05 %. v , :

Se trataron 0,51 g de la sapogenina que estudiamos con una jalea obtenida adicio-
nando, poco a poco, 0,51 g de CrO; a 5.cc de piridina, mientras se agitaba. Se dejé
la mezcla durante veinte ho1as a Ia temperatura del laboratorio y liego se vertib
sobre agua, ‘s¢ filtré el producto separado, se disolvié en éter sulfarico y la parte
acuosa se extrajo .con éter sulfdrico. Los extractos etéreos unidos fueron lavados;
primero con clorhidrico al 10 % y luego con solucién acuosa de bicarbonato sédico,
a continuacién se secaron sobre SO,Na, anh. Al destilar el éter quedd un producto
que cristalizado en metanol dio p. f. 202-205° C, [a]p?®-52° (CHCI, ¢=2,39 %). Da
*positiva la reaccién coloreada de Zimmermann y su espectro I. R. acusa la presencia
del’ grupo carbonﬂico, habiendo desapare‘cido la absocién del ‘grupo alcohdlico.

1

Andlisis.—Calcilado para Cle“O C 78, 50 H, 10,01 9%. Hallado: -C, 78,40;

H, 10,10 9. . : .
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Fraccion A. Parte disuelta en benceno.—Los 17,7 g que se disolvieron en e! ben-
ceno se cromatografiaron a través de una columna (30 x5 cm) de 400 g de gel de silice
de 150200 mesh activada, formada en heptano. Se eluyé con C,H,; C,H,-CHCI,
(80: 1) y por dltimo en C,H,~CHCI, (4: 1), se obtuvieron los resultados siguientes :

Fracciones 1-13.—Productos céreos y aceites. Dan negativa la reaccién coloreada
de Liebermann-Burchard,

Fracciones 14-27.-—~Indicios de producto. En capa fina, con el sistema B como elu-
yente, se muestra como una mezcla compleja de esteroides, Con este sistema B elu-

yente aparece, en capa fina, una mancha que se comporta como la de una muestra
auténtica de B-sitosterol.

Fraccién 28.—Se obtienen 11 g de producto coloreado, se lavé con metanol y la
parte que no se disolvié se cristaliz6 en cloroformo. Cromatografiado en capa fina,
empledndose el sistema C como eluyente, aparecen dos manchas que se alinean per-
fectamente con las dadas por dos muestras auténticas de tigogenina y hecogenina.
Si se emplean el sistema C como eluyénte la mancha de menor desplazamiento se
desdobla en dos, una de mayor intensidad que la otra. '

Se cromatografié en fase gaseosa, el producto se. disolvié en benceno, en las
mismas condiciones en que fue cromatografiada la parte que no se disolvié en este

disolvente, sélo se varié la temperatura de la cabeza de la columna que fue de 2200 C. -

Se comporté como una sustancia de Tr 38 minutos, acompafiada de una ‘pequeiia
impureza. '

Recristalizada en metansl forma agujas de p. f. 209:211°; [a]p**°-63°, en CHCI,
(¢=1,07 %). Presenta en el I. R. las bandas de absorcién caracteristicas de las sa.
pogeninas espirostdnicas de la serie iso, da positivas las reacciones coloreadas de
Liebermann-Burchard y Salkowsky. Por cromatografias en capa fina, eluyéndose con
el sistema B, aparecen dos manchas fundamentales que se ordenan con las dadas
por muestras de tigogenina y hecogenina,

Acetilada esta mezcla se cristalizé, el producto obtenido, en una mezcla de metanol-
cloroformo; forma plaquitas alargadas de p. f. 207-208° C, [a]n*%-65,4¢ en CHCI,
(c=0,98 %). Cromatografiado el acetato de la mezcla en capa fina, eluyéndose con
el sistema F, da tres manchas, de aproximadamente la misma intensidad, ordendndose
dos de ellas con las manchas dadas por muestras auténticas de ligogenina y hecogenina,
siendo también idénticas las fluorescencias dadas a la luz U, V.

Fraccién B.—l.os 49 g de producto de esta fraccién se trataron con -1 litro de
benceno frfo, quedaron sin disolver .13 g. Se estudian por ‘separado las dos fracciones.
La parte de la Fraccién B que se disolvié en benceno frfo fue recuperada y extrafda

con heptano en un Soxhlet, durante unas veinte horas. 'El producto extraido con hep-

tano, después de recristalizado en metanol Producto I, se cromatografié en capa fina,
con el sistema eluyente A, muestra dos unicas manchas, perfectamente definidas, la
de mayor desplazamiento se alinea con una muestra auténtica de tigogenina. Si se
cromatografia este producto en capa fina, usindose el eluyente D, 1a mancha de
menor desplazamiento se desdobla en dos, una en fuerte proporcién, es la de menor
desplazamiento en el sistema utilizado, y la otra aparece sélo como indicios. La ter-
cera mancha 'de esta cromatograffa, con el sistema eluyente D, coincide con la dada
por una muestra de tigogenina.

A la vista de las buenas separaciones conseguidas en capa fina; se cromatografia.
ron 1,90 g en 120 cc de CHCI, a través de 95 de gel de sflice de 0,2:0,5 mm. Se us6
exclusivamente cloroformo como eluyente y se recogieron fracciones de 150" cc. Se
agruparon las fracciones obtenidas de acuerdo con los resultados dados por las cro-
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matograffas en capa fina, usdndose como eluyente el sistema B, los resultados logra-
dos fueron-los siguientes: Fracciones 1-3 productos de tipo céreo; Fracciones 4 y 5
muestra muy enriquecidas en el producto de mayor desplazamiento; Fracciones 6 y 7
aparecen dos productos en aptoximadamente la misma proporcién y Fracciones 8 y 9
aparece casi exclusivamente el producto de' menor desplazamiento, con ligeras impu-
rezas del de mayor desplazarriiedto. Los productos- aislados de "estas fracciones de
la cromatografia fueron estudiadas con el siguiente resultado :

Fracciones 4 y 5.—Se cristalizé en acetona, p. f. 205-207° C, [a]p*®-64° (CHCI,,
¢=1,21 %). Por su I. R. y por cromatograffa en capa fina, con diferentes sistemas
de eluyente, se identifica con la tigogenina.

Fracciones 8 y 9.-—Recristalizadas en acetona p. f. 267°C, [alp+7 (CHCL,
t=1,5¢ %); [a]p+6 (CHCl,, ¢=1,71 %). Cromatograffas en capa fina de este pro-
ducto, usindose como eluyentes los sistemas A, B y F, mostraron ligeras trazas de
tigogenina. Su [. R. en nujol muestra las bandas de absorcién caracteristicas de! agru-
pamiento espirostdnico de una sapogenina de la serie «iso» y una banda intensa a‘
712 cm™t, caracterlstxco de un agrupamiento. ceténico.

Andlisis.—Calculado para C27H4204 +H,0; C, 73,63; H, 9,77 9%. Hallado: C, 73,11 ;-
H, 9,90 %.

Forma un derivado acetilado que, recristalizado en metanol, da p- f. 234.237°C;
siendo [a]p**-3,7°, en CHCl, (¢=1,60 %) y [a]p**-0, en dioxano (¢=1,26'%).

Su I. R. en solucién de S,C (¢=1,1 %) confirma que se trata de una sapogenina

espirostdnica de la serie «iso» con un grupo cet6rico’ en un ciclo hexagonal (vmix
1712 cm™?).

dndlisis—Calculado para C,,H,,0,: C, 73,77; H, 9,36. Hallado: C, 73,10; H,
9,36.
Esta sapogenina forma una 2,4-dinitrofenilhidrazona de P. F. 249-250° C.

Fraccién B. Sapogeninas que no se disolvieron en benceno.—Al tratar los 49 g de
sapogeninas brutas de la Fraccién B con un litro de benceno frfo se disolvieron unos
-36 g de producto, se tomaron 550 cc de solucién bencénica, que contenian unos 20 g
de geninas, se cromatografiaron a través de una columna de 400 g del gel de silice de
150-200 mes, activada, depositada en éter de petréleo de P. Eb, 60-80°. Se pasaron
como eluyentes una serie de fracciones de 500 cc de las cuales 15 fueron de benceno, 25
de benceno con el 2 9 de cloroformo, 5 de benceno con el 20 % de cloroformo vy, por
ultimo, 7 de benceno con el 20 % de étanol. Los productos obtenidos se agruparon de
acuerdo con los resultados obtenidos de sus cromatografias en capa fina.

Al estudiar las diferentes fracciones de la cromatografia llegaron a {as conclusiones
siguientes :

Fraccién 1.—Ceras constituidas por hidrocarburos parafinicos, impurificados con
pequefia cantidad de éster (v. max. 1720 cm~?), :

Fracciones 2 y 3.—No se pudieron cristalizar y fueron acetiladas. El acetato, cris- "
talizado en metanol, fundi¢ a 185-191°; [a]nz"‘°+70 4o (CHCl,, c¢=1,42 %).

Fraccién 4.—Con el reactivo Liebermann-Burchard da las coloraciones tipicas del
B-sitosterol (violeta-azul-verde, en la capa de anhidrido acético). Cristalizado en metanol
P. F. 134-136° (CHCIl, 4=5,5 9%) por cromatografia. en capa fina se alinea con una
muestra de [-sitosterol. . '

- Por cromatografia gas-liquido, en las condiciones expuestas mdas arriba,  con tem-
peratura 212° en la cabeza de la columna, da Tr cincuenta y cuatro minutos, valor
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idéntico al dado por una muestra auténtica de pB-sitosterol, en las mismas condiciones
experimentales.

De las aguas madres de esta fraccidén se obtiene un-producto que en cromatograffa
en capa fina da una mancha m4s intensa que se alinea con el B-sitosterol y otras menos
intensas, casi como impurezas, de las cuales una avanza menos y. las otras avanzan
més que la principal. Recristalizado este producto .en metanol da P. F. 125-128° C;
[a]p*™+41° (c=0,67 % en CHCIL,

Cromatografias en gas-liquido acusan la presencia de tres productos, temperatura
de cabeza de columna de 204°, siendo los Tr 68,4, 72,4 y 80 minutos, respectivamente.
El [B-sistosterol auténtico, en estas condiciones experimentales, da. Tr 80 minutos.

Fraccién 5.—Recristalizada en metanol da P. F. 134.135°; [a]p®**°-20° (CHCI,,
c=1,2 %). Cromatografias en capa fina, eluyendo con Be: CHCI, (9: 1), muestra: una
sola mancha que se ordena con la dada por el (-sitosterol.

Las aguas madres de las recristalizaciones de este produc,to dan en croma’togfafia
en capa fina, con el eluyente anterior, dos manchas, alinedndose la de mayor despla-
zamiento con la dada por el B-sitosterol. La fluorescencia a la luz U.V. de las dos
manchas es diferente, correspondiente la de la mancha de menor desplazamiento a la
dada por sapogeninas espirosténicas.

Fraccién 6.—Se comporté como la anterior.

Fracciones 9-3%.—Recristalizadas conjuntamente ‘en metanol dan P. F. 211-214°‘C;
[a]p®%—57,5° (CHCL,, ¢=1,46 %) y [a]p**°—23,5° (acetona, c¢=0,30 %). En L.R. mos-
tré absorciones para v méx. 865, 900, 825 y 980 cm~!, siendo la banda a 900 cm—%
Prsenté también otra banda a v méx. 1240 cm-!, ‘

El producto obtenido de las aguas madres de la cristalizacién de estas fracciones se
comporta, en cromatografias en capa fina, como una muestra auténtica de tigogenina.

Fracciones 40-42.—Cristalizadas en metanol y cromatografiadas en capa fina, con
Be: CHCI, (9:1) como eluyente, dan dos manchas que se alinean perfectamente con
muestras auténticas de tigogenina- y hecogenina. La correspondiente a la primera va
disminuyendo en intensidad y la segunda aumenta.

Fraccién 43. Da en cromatografias en capa fina prdctlcamente una sola mancha,‘
que se alfnea con una muestra auténtica de hecogemna :

Fracciones 45-51. —~Pequenas cantidades . de producto resinoso, puuf]cado por cris-
talizaciones se llega a una pequeia cantidad de producto cristalizado que, por croma-
tograffas en capa fina, da una mancha principal, que se alinea con la dada por una
muestra de hecogenina, y otra serie. de manchas secundarias como trazas.

&

Estudio de las sapogeninas de las aguas madves de la cristalizacion de diversas frac-
ciones.—Los productos recuperados de las aguas madres procedentes ‘de las recristali-
zaciones dé las diferentes partes en que se dividié la fraccidn B se recuperaron y unie-
ron. Cromatografias en capa fina del producto obtenido muestran que se trata de una
mezcla de esteroles y sapogeninas asperosténicas, de estas dos se alfnean con muestras
auténticas de tigogenina y hecogenina, otra tiene-un desplazamiento intermedio 'y una
cuarta sapogenina, en muy pequefio proporc1én, tiene un -desplazamiento menor que
la hecogenina. ’

El producto procedente de las aguas madrés de las recristalizaciones de las distintas
partes de la fraccion B (8 g) se disolvieron en la menor cantidad posible de: cloroformo
y se cromatografiaron a través de una columna de 400 g de gel de silice de 0,2-0,8 mm.
Se eluyé el cromatograma primero con. 19 fracciones de cloroformo y luego con 40
fracciones de cloroformo con el 2 % de acetona, Todas las fracciones fueron de 400 cc.
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Todo el producto fue obtenido de las fracciones 1.36, las finales no arrastraron -sus-
tancia. Por cromatografia en capa fina, empledndose el sistema B como eluyente, se
obtuvieron los . resultados siguientes :

Fracciones 1-4 (1,9 g) dan una sola mancha, que se desplaza con el frente.

Fraccién 5 (0,7 g) da la reaccién coloreada de los esteroles con el reactivo de Lieber-
mann-Burchard (azul~v1oleta-verde) y. se desdobla en dos manchas, la de mayor. des-
plazamiento se alinea con la dada por las fracciones anteriores y 'la de menor despla-
zamiento se alinea con. una muestra auténtica de B-sistoterol. .

Fraccién 6 (1,6 g) se desdobla en-cuatro manchas; la de mayor desplazamiento se
alinea con la dada por una muestra de B-sitosterol, otras dos mayores se alfhean per-
fectamente con muestras auténticas de tigogenina y hecogenina, y una cuarta, menos
intensa, de desplazamiento intermedio ‘entre-la tigogenina y hecogenina, ‘no se- alineé
con. ninguna de las sapogeninas espirostémicasdisponibleés en nuestro laboratorio.

Fracciones 7-16 (1,1 g), en las cromatograffas en capa fina, dan .débil la mancha que
se alinea con el B-sistoterol y otras tres manchas de aproximddamente igual intensidad ;
dos .que se alinean con muestras auténticas de tigogenina y hecogenina, y la tercera,
de desplazamiento -intermedio.

Fracciones '17-22 (0,18 g) arrastraron poco producto, se comportan en cromatografias
en capa fina, como las antenores

chcwnes 23-27. (2 g).—Este producto da, en, cromatografia en capa fina, tres man-
chas, se ahnean con las dadas por las fraccxones anteriores. La que se corresponde con
la muestra de tigogenina aparece con menor intensidad.

Fracciones 28-35 (0,65 g); en todas estas fracciones, en cromatografia en capa fina,
aparece un nuevo producto de menor desplazamiento que la hecogenina e intensa f[uo-
rescencia amarilla a la luz U.V. (pendiente de estudio).

Estudw de las fracciones 6-26.—Se reunieron y acetilaron, la mezcla de acetatos. fue
cristalizada en acetona. Cromatografiado el producto obtenido en capa fina, después
de cristalizado en acetona, usidndose como eluyente el sistema E, da tres manchas: una,

- ~poco intensa, de mayor desplazamiento, se alinea con una muestra de acetato de- tigo-
gemna otra, mds intensa, de mayor desplazamiento, lo hace con una muestra de ace-
tato de hecogenina, y la tercera mancha tiene un desplazamwnto intermedio de estos
dos acetatos.

Se procede a cromatografiar 1,126 g de esta mezcla de acetatos, disuelta en éter de
petréleo de P. Eb. 50-80°, a través de una columna de 43 g de alimina neutra Mercls,
desactivada por agitacién con 10 cc de 4cido acético al 10 %. Se recogieron: fracciones
de 100 cc y se eluyé el cromatograma con 8 fracciones de éter de petrdleo (P. Eb. 50-
80°), 5 con éter de petrbleo con +2 9 de benceno; 3 de éter de petrbleo+5 9 benceno;
16 éter de petréleo con 20 % benceno 'y, por ultlmo 9 de éter de petréleo con 20 9 de
benceno. Se llegé al resultado siguiente :

Fracciones 2-17 (0,347 g).—Cromatografias en capa finé eluyendo con distintos disol-
ventes, da varlas manchas; la prmclpal se alinea con una muestra auténtlca de B-si-
tosterol.

Fracciones 18-38 (0,649 g).—Todas- estas fracciones presentan aspecto cristalino.
Cromatograffas en capa fina, empledndose el sistema C como eluyente dan: las frac-
ciones 18-29, una sola mancha, que se alinea exactamente con una muestra auténtica
de acetato de tigogenina, y las fracciones 80-35; con idénticas cromatografias en capa
“fina, se mostraron muy impurificadas por colorantes, se comportan como: ‘mezelas. for-
madas por acetato de tigogenina y acetato de la genina de desplazamiento intermedio.
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Fracciones 36, 37 y 38 (0‘,115vg).——‘Por cromatograffas en capa fina, con distintos
sistemas de eluyentes, dan una sola mancha, que coincide con la dada por el acetato
de desplazamiento 1nte1med10 entre el acetato de tigogenina y el acetato de hecoge-
nina.

, Reunidas las fracciones (0,115 g) y cristalizadas en acetona, después de decolorar el
producto con un poco de carbén activo, cristaliza muy bien, dando P. F. 206-210° C,
[a]p?%—47,8° (CHCl,, ¢=0,38 %)..Su espectro I.R., en solucién al 1,20 9 en sulfuro
de carbono, muestra las bandas de absorci6n tipicas de una sapogenina espirostanica
de la serie «ison y otra banda intensa a v max. 1720 cm~!, Da positiva la reaccién
coloreada de Zimmerman para las cetonas en C,. ’

b) Asparagus umbellatus Link rvecoleciado en invierno.—11 Kg de raices frescas de
4. umbellatus Link, recolectados a principio de diciembre en Giiimar (isla de. Tenerife),
fueron - troceados y extraldos en un Soxhlet con etanol. Los extractos obtenidos fueron
concentrados, reduciéndose su volumen a unos 2 litros. Siguiendo Ja marcha descrita
por Wall y colaboradorés (loc. ¢it.), filtramos el concentrado hidroalcélico, y los pre-
cipitados separados fueron disueltos en alcohol del 50 % y filtrados, Estos filtrados se
reunieron y extrajeron, en un extractor lquido-liquido, con benceno (desengrasado). La
soluci6n bencénica se extrajo con alcohol al 50 por 100, y el extracto alcohélico se unié
a los otros extractos ya desengrasados. La solucién bencénica fue desechada

La solucién alcohélica fue concentrada y se l& afiadié 5 g de CINa por cada 100 cc
" de concentrado y 4cido CIH diluide hasta llegar la solucién a pH' 4-5. Se extrae unas
4 veces con butanol-agua, en embudo de decantacién. Los extractos butanélicos son la--
vados con solucién acuosa de CiNa al 50 %, y, luego, con agua destilada. La ‘solucién
butandlica se destil(;l‘mezclada con agua, para’eliminar. el butanol. Nos quedaron 1,5
litros de suspensi6n de las saponirias en agua, ‘se diluyd con etanol al 95 9, hasta que
quedé la solucidén con un 25 % ‘de etanol en volumen. Se hidrolizaron las saponinas
agregandole a la solucién hidroalcohdlica anterior CIH conc. hasta llevar la solucién
a 4N, aproximadamente; luego fue calentada a reflujo unas cinco horas. La solucién
fria fue filtrada y el precipitado separado se lavd con etanol/agua al 50-%.

El sélido separado fue calentado a reflujo “dur ante una hora, con una mezcla forma-
da por tres litros de benceno, un litro de metanol y 20() g de KOH. La solucién fue fil-
trada y el precipitado separado se lavé con benceno+ 10 9% de etanol en caliente. La
parte no soluble se deseché. ‘

Se reunielon los extractos de benceno-meétanol y, después de lavarse con un litro
de agua, se secaron y destilaron a sequedad.

Las sapogemnas obtenidas, unos 35 g (rendimiento, 8,1 g por Kg de raiz fresca),‘
fueron acetiladas 'y se cristalizaron_una vez en acetona. Por cromatograffa en capa fina
de estos acetatos en bruto, ‘empledndose como eluyente el sistema C, da fundametalmen-
te  dos -manchas, que se alinean perfectamente con muestras auténticas de acetato de
tigogenina y acetato de hecogenina. Aparece un acetato de desplazamiento intermie-
dio entre €l acetato de tigogenina v acetato de hecogenina, sélo como una pequemsxma
impureza. :

Practicamente, los 38,5 ¢ de mezcla de acetatos estd constituida por acetato de tigo-
‘genina y acetato de hecogenma, Se procedié a resolver una muestra de esta mezcla
en sus componentes, por cromatograffa en capa gruesa de gel de . sflice, empledndose
como eluyente el sistema C. Los colorantes y los acetatos de las geninas intermedios
aparecen solamente como trazas.. Separadas las bandas que contienen los acetatos y
extrafda la. silice por alcohol resulté un 86 % de acetato de tigogenina y un 14 % de
acetato de hecogemna



