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Evaluacién del contenido de sapogeninas en variedades
nativas de hame (Dioscorea spp.), provenientes
de la coleccién de la Universidad de Cérdoba

Yoshie Hata*!, Maria Teresa Reguero**, Lucia Arteaga de Garcia*?, Gustavo Buitrago**, Andrés Alvarez***

Resumen

Una de las estrategias para incrementar la sostenibilidad de los pequefios productores de fiame de la costa
atlantica colombiana, es dar valor agregado ala produccién del mismo por medio de la obtencién de meta-
bolitos secundarios. Teniendo en cuenta que los principales metabolitos secundarios presentes en los tu-
bérculos del género Dioscorea son las saponinas esteroidales, se propuso evaluar el contenido de
sapogeninas en variedades cultivadas de fiame provenientes de la costa Atlantica colombiana. Se seleccio-
naron con criterios agronémicos y quimiotaxonémicos 50 variedades de Dioscorea spp. (D. alata, D. rotun-
data, D. bulbifera y D trifida), se evaluaron y estandarizaron metodologias para la deteccién y cuantificacién
de sapogeninas en los tubérculos. Se encontré que las muestras de fiame contienen de 4 a 7 sapogeninas
esteroidales diferentes, entre las cuales estan la diosgenina y/o yamogenina, sarsapogenina y/o esmilageni-
nay finalmente tigogenina y/o neotigogenina. De las especies estudiadas la mds promisoria por su conteni-
do de sapogeninas es la Dioscorea rotundata, con un promedio de 28.4 mg/100g de tubérculo en base seca 'y
de las 50 muestras analizadas el 34% contienen diosgenina.
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Summary
Evaluation of sapogenin contents in native yam varieties (Dioscorea spp.),
from Colombian Cordoba University collection

In order to improve sustainability of small yam producers in Atlantic Colombian coast, it has been propo-
sed the extraction of secondary metabolites. If we consider that the main secondary metabolites in Dios-
corea genus tuber are steroidal saponins, in the present work the sapogenin contents of some cultivated
yam varieties from Atlantic colombian coast were evaluated. 50 Dioscorea spp. (D. alata, D.rotundata, D. bul-
bifera y D. trifida) varieties were selected by agronomic and chemotaxonomic criteria. The evaluation and
standardization of methodologies were carried out for detection and quantification of sapogenins in the
yams. The results showed that all yam specimens contain 4 to 7 different steroidal sapogenins, among
them diosgenin y/o yamogenina, tigogenin y/o neotigogenina and sarsapogenin y/o esmilagenina. From
the studied varieties Dioscorea rotundata exhibited the highest sapogenin content: 28.4 mg per 100g of
dried weight and finally the 34% of specimens contained diosgenin.
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Introduccién

El fiame pertenece a la familia Dioscoreaceae,
genero Dioscorea y se encuentra distribuido en
regiones tropicales de alta pluviosidad. Esta
planta se presenta como una enredaderay se ca-
racteriza por la presencia de tubérculos subterré-
neos y/o aéreos (bulbillos), los cuales junto con la
papa, yuca, arracacha y batata ocupan un lugar
importante dentro de la alimentacién humana,
pues son ricos en almidén. Ademds del almidén,
algunas especies contienen saponinas esteroida-
les y otros compuestos como alcaloides (1, 2).

Aln cuando actualmente se conoce el
name en todo el mundo, en Colombia se ha ca-
racterizado como producto de cultivo y consu-
mo tradicional en la costa Atlintica. Su
condicién de alimento regional ha estancado su
explotacién a nivel industrial, existiendo ade-
mis factores limitantes de la produccién de
fiame como son la siembra ciclica por largos pe-
riodos de tiempo, problemas sanitarios del cul-
tivo (virus y antracnosis principalmente) y falta
de desarrollo tecnolégico.

Por las anteriores razones, dentro del Pro-
grama Colombiano de Biotecnologia Agricola
para Pequenos Productores (PBA), se adelanta
un subprograma sobre el cultivo de fhame. Una
de las estrategias para incrementar la sostenibi-
lidad de los pequefios productores de fiame es
dar valor agregado a la produccién del mismo,
lo cual se puede lograr por medio de la obten-
cién de metabolitos secundarios.

Como se mencioné anteriormente, los
principales metabolitos secundarios presentes
en los tubérculos del género son las saponinas
esteroidales, que pertenecen al grupo de los gli-
cosidos. Los glicésidos son compuestos que al
hidrolizarse liberan una 6 mas moléculas de
azicar y un componente no azucarado llamado
aglicén. Para el caso de las saponinas, luego de
su hidrélisis se obtiene un aglicén conocido
como sapogenina (2, 3).
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Las sapogeninas esteroidales son utilizadas
por la industria farmacéutica como precursores
de hormonas esteroidales, las cuales tienen una
gran importancia terapéutica y econémica. Estos
Compuestos poseen una estructura quimica con
relaciones estereoquimicas bastante complejas,
que hacen de su sintesis quimica un proceso difi-
cil y poco rentable, siendo la semisintesis a partir
de las sapogeninas esteroidales, la estrategia eco-
némicamente viable mds usada por la industria
farmacéutica. Esta razén motivo la investigacion
orientada a determinar el contenido y tipo de sa-
pogeninas en las plantas. Luego de muchos afios
de investigaci6n, los esteroides derivados de
plantas mds importantes para la sintesis parcial
de hormonas esteroidales son la diosgenina y la
batogenina en el género Dioscorea; la hecogenina y
gitogenina de las especies de Agave, sarsapogenina
y esmilagenina del género Smilax y el -sitosterol
de aceites vegetales crudos (3, 4).

Por todo lo anterior se propuso realizar
este trabajo cuyo objetivo fue evaluar el con-
tenido de sapogeninas en variedades cultivadas
de fame, provenientes de la costa Atldntica co-
lombiana. Para llevar a cabo este objetivo se se-
leccionaron de la coleccién de fiame de la
Universidad de Cérdoba las accesiones a estu-
diar, se evaluaron y estandarizaron metodologias
para la deteccién y cuantificacién de sapogeninas
presentes en los tubérculos de fiame.

La estandarizacién de una metodologia ana-
litica se realiza por medio de la evaluacién de al-
guno de los pardmetros, usados para estudiar el
desempefio de las aplicaciones analiticas. Estos
son precisién, exactitud, especificidad, limite de
deteccién, limite de cuantificacién, linealidad y
rango. En este estudio se escogi6 la precisién. La
precisién de un método es el grado de concor-
dancia entre medidas que resultan de ensayos
individuales cuando el procedimiento es aplica-
do repetidamente a muestreos multiples de una
muestra homogénea. Se expresa usualmente en
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términos de coeficiente de variacién. La preci-
sion puede ser estimada como repetibilidad,
que se refiere al uso de un procedimiento anali-
tico dentro de un laboratorio en un corto perio-
do de tiempo, usando el mismo equipo (5, 6).

Metodologia
Reactivos y Materiales

Todos los reactivos y patrones fueron calidad
reactivo, los patrones empleados fueron adqui-
ridos en Sigma (Diosgenina aprox., 95%, heco-
genina aprox 95% , sarsapogenina min. 98% y
tigogenina min. 98%), cromatofolios de alumi-
nio Merck, silica gel 60 Fs,, jeringa Hamilton
0-100 uL.

Equipos

Espectrofotémetro Spectronic 20 Milton Roy
Co., espectrofotéometro Unicam UV2-100
uv/VvIs.

Recoleccion de las muestras de name
de la coleccion de la Universidad
de Cérdoba

Se revisé la informacién existente sobre la co-
leccién de fame de la Universidad de Cér-
doba, encontrandose que las diferentes accesio-
nes estaban clasificadas segiin su especie. Se se-
leccionaron las accesiones, utilizando para ello
criterios agrotaxonémicos, caracteristicas orga-
nolépticas y otras particularidades como son:

o La época de inclusién de cada accesion a la co-
leccién, esto debido a que la dindmica de
mantenimiento de la coleccién puede tener con-
secuencias sobre el contenido de sapogeninas.

o La resistencia a enfermedades como la antrac-
nosis y la presencia de pigmentos, ya que la
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existencia de metabolitos secundarios especifi-
cos y/0 en concentracién variable puede deter-
minar estas caracteristicas.

Una vez seleccionadas las accesiones, se
colectaron muestras, las cuales consistieron de
tubérculos, envasados y empacados en bolsas de
papel y cajas, transportadas al Instituto de Bio-
tecnologia y almacenadas alli en condiciones de
refrigeracién (2-8°C) hasta el momento de su
procesamiento.

Tratamiento de las muestras

Los tubérculos se pelaron, cortaron, secaron en
estufa de aire recirculante a 50°C, se molierony
el polvo obtenido fue almacenado en recipien-
tes que los mantuvieran protegidos de la hume-
dad y de la luz Posteriormente las muestras
fueron sometidas a hidrélisis. Con el fin de de-
terminar las mejores condiciones hidroliticas se
ensayaron varias metodologias descritas en la li-
teratura (7-12) cuyos resultados se siguieron
mediante cromatogratia en capa delgada.

Las condiciones de hidrdlisis dcida elegidas
fueron: 4cido clorhidrico 2.5N (medio acuoso)
en proporcién 1:8 (material seco: dcido) por 3
horas a temperatura aproximada de 95°C con
agitacién continua. La suspensién de material
hidrolizado se neutralizé6 con bicarbonato de
sodio hasta pH 7.0, se filtré y el material s6lido
se sec6 a 50°C. El material sélido se extrajo du-
rante 4 horas con cloroformo en un equipo de
extraccién “soxhlet”. Finalmente se obtuvo el
extracto de sapogeninas por evaporacién del
solvente en un evaporador rotatorio a 30°C.

Deteccion de las sapogeninas

La cromatografia en capa delgada fue el método
seleccionado para detectar las sapogeninas pre-
sentes en los extractos obtenidos a partir de las
muestras de fiame. Luego de ensayar diversas
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condiciones cromatograficas (13-17), se selec-
cionaron las siguientes:

Fase estacionaria: silica gel F,;,, fase mévil:
cloroformo:acetato de etilo (4:1) y el revelado
se realiz6 con el reactivo de p-anisaldehido
(0.5mL de p-anisaldehido, 10 mL de 4cido
acético, 85 ml de metanol y 5mL de 4cido sul-
farico, preparado inmediatamente antes de
usar), cloruro de antimonio al 20% en cloro-
formo y luz ultravioleta (254 y 365 nm) (18,
19).

Como patrones de sapogeninas se utilizaron
soluciones cloroférmicas de diosgenina, hecoge-
nina, sarsapogenina y tigogenina de 1mg/mL. En
la Figura 1 se muestran sus estructuras.

HO

Hecogenina

Tigogenina

Figura 1. Estructuras moleculares de las sapogeninas.

El extracto obtenido se pesé y se disolvi6
en 10 mL de cloroformo. De esta solucién se
tomaron 10 L con la jeringa y se aplicaron en
cromatofolios diferentes por duplicado, luego
de lo cual se desarrollaron y revelaron, uno
con p-anisaldehido y el otro con cloruro de
antimonio. Los cromatofolios fueron calenta-
dos a 100°C y se compararon las caracteristi-
cas cromatogrificas de los patrones y las
muestras.
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Cuantificacion de las sapogeninas

La cuantificacién de las sapogeninas totales pre-
sentes en cada una de las muestras fue realizada
mediante espectrofotometria. De los métodos
espectrofotométricos revisados en la literatura
(12, 14, 17, 20) se ensayaron dos y se escogio el
que mejor reprosiucibilidad present6 para su
estandarizacién. Este consiste en la generacion
de un complejo coloreado con p-anisaldehido
cuyo maximo de absorcién es de 430 nm (14).

Curva de calibracién: la concentracién de
sapogeninas se expresé como diosgenina, ya
que éste fue el patrén empleado para la cuanti-
ficacién. Inicialmente se tomé un espectro de
absorcién molecular de la diosgenina luego de
haber sido sometida a la reaccién de colora-
cién para determinar la longitud de onda de
maxima absorcién (430 nm). Las concentra-
ciones de diosgenina empleadas para la curva
de calibracién fueron 5 ug/mL, 10 ug/mL, 15
Hg/mL, 20 g/mLy 25 pg/mL. Se preparé una
solucién madre de diosgenina en cloroformo y
de alli se tomaron alicuotas para hacer solucio-
nes en acetato de etilo con las concentraciones
anteriormente sefialadas.

A la curva de calibracién obtenida con los
seis resultados de absorbancia para cada una de
las concentraciones se le evalué la linealidad y
fue utilizada para interpolar las absorbancias de
cada una de las muestras de fiame y obtener asi
la concentracién de sapogeninas.

Estandarizacién del método: el parimetro
analitico elegido para realizar la estandarizacién
tue la precisién, evaluada como repetibilidad.
Para su estimacién se calculé el coeficiente de
variacién de las pendientes de cada una de las
curvas de calibracién por separado (6).

Preparacién de las diluciones de las mues-
tras para su cuantificacién: los extractos clo-
roférmicos obtenidos a partir de 50 g de material
seco de cada una de las 50 muestras fueron
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disueltos en 10 mL de cloroformo, de estas so-
luciones se tomaron alicuotas de 50 a 200 wLy
se diluyeron a 10 mL con acetato de etilo.

Reaccién de coloracién: Una vez preparadas
las soluciones tanto para la curva de calibracién,
como para la cuantificacién de las muestras se
realizé la reaccién quimica. En tubos de ensayos
de 20 mL se adicionaron 2 mL de la disolucién
de patrén y/o muestra, 1 mL de p-anisaldehido
al 0.5% en acetato de etilo (Reactivo 1) y 1 mL
de 4cido sulfirico concentrado al 50% en ace-
tato de etilo (Reactivo 2). Esta mezcla se homo-
genizé en un agitador para tubos de ensayo y de
inmediato fue calentada en el bafio termostata-
do a 60°C. Luego de 20 minutos, cada tubo se
colocé en un bafio de agua a temperatura
ambiente y la absorbancia de las soluciones se
determiné de inmediato. Los tubos se prote-
gieron de la luz durante la reaccién, forrando-
los con papel de aluminio. Para cada ser de
muestras (cada curva de calibracién y 5 mues-
tras por duplicado) se preparé una solucién
blanco (acetato de etilo, Reactivo 1y Reactivo
2) y para cada extracto un control (no se adi-
cion6 p-anisaldehido y en su lugar el volumen
se reemplazaba con acetato de etilo). La cuanti-
ficacién de cada muestra se realizé por duplica-
do y el promedio de las dos absorbancias se
interpolé en la curva de calibracién.

El material de vidrio fue lavado con un ja-
bén de laboratorio apropiado (se usé Extrin
neutro Merck) y acido nitrico caliente. Luego se
enjuagé hasta fin de acidez, se purgé con agua
destilada y se secé (21).

Resultados y Discusién
Seleccion de las accesiones

Enla Figura 2 se presentan los porcentajes por
especie de accesiones seleccionadas de la colec-
cién de name de la Universidad de Cérdoba.
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@ Dioscorea alata

48% @ Dioscorea rotundata
[] Dioscorea esculenta
Dioscorea bulbifera

B Dioscorea sp.

Figura 2. Representacion por especie de las 50 accesiones

colectadas

Uno de los mds importantes criterios de se-
leccién tenidos en cuenta fueron las caracteristi-
cas organolépticas de las muestras, en especial su
grado de aceptacién para el consumo. Esto se
debe a que las sapogeninas le confieren un sabor
amargo al tubérculo, caso en el cual son rechaza-
dos para alimentacién. Es de tener en cuenta que
la coleccién de flame de la Universidad de Cér-
doba fue realizada visitando pequefios agriculto-
res de la costa Atlintica colombiana (22), razén
por la cual las accesiones que conforman la co-
leccién son en su mayoria comestibles.

Un segundo criterio de seleccién fue la cla-
sificacién morfolégica de las plantas. Se escogie-
ron 4 especies (D. alata, D. rotundata, D. bulbifera y
D. esculenta) de las 5 que hacen parte de la colec-
cién (incluyendo la D. trifida). Como se observa
en la Figura 2, el mayor niimero de muestras eva-
luadas corresponde a D. alata (48%) y a D. rotun-
data (34%) como es de esperarse, pues son las
especies mas cultivadas en la regién (1). Este
porcentaje refleja la composicién de la coleccién.

Deteccion de las sapogeninas

Los patrones, sarasapogenina, diosgenina y ti-
gogenina se eligieron por estar presentes en es-
tas plantas, segin reportes bibliograficos (3,
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23). La hecogenina se escogié por ser una sapo-
genina presente en especies como Agave sp. y
por tanto permite establecer una comparacién
con las sapogeninas tipicamente presentes en el
género Dioscorea (3).

Con respecto a las condiciones de trabajo
la fase movil elegida (cloroformo:acetato de eti-
lo, 4:1) permitié obtener un valor de Rf entre
0.3 y 0.7 y separacién de los patrones de sapo-
geninas empleados. En cuanto a los sistemas re-
veladores, con el cloruro de antimonio se
obtuvo mayor selectividad y con el p-anisalde-
hido mejor sensibilidad (19).

En la Tabla 1 se indican las sapogeninas
presentes en cada una de las muestras, como re-
sultado de la comparacién de las caracteristicas
cromatogréficas con los patrones elegidos.

De los perfiles cromatograficos obtenidos
se pueden advertir resultados similares para to-
das las muestras como son presencia de sarsapo-
genina y/o esmilagenina en todas las muestras y la
ausencia de hecogenina, como era de esperarse.

También se pueden observar resultados di-
ferenciales para las muestras, segin la especie a
la cual pertenecen, como es el caso de la pre-
sencia de diosgenina. La diosgenina se pudo de-
tectar en-el 83.3% de muestras de D. rotundata,
el 8.7% de D. alata, mientras que ni en D.

bulbifera, ni en D. esculenta pudo observarse su
presencia. Se observa que la mayoria de las
muestras de D. rotundata contienen diosgenina.

La tigogenina se encuentra presente en un
73.3% de las muestras de D. rotundata y tan s6lo
enun4.3% de D. alata. En D. bulbiferay en D. es-
culenta no se detecté obteniéndose resultados
similares en el caso de la diosgenina.

En el periodo comprendido entre la cose-
cha de los tubérculos y la coleccién del material
se present6 dormancia (germinacién durante el
almacenamiento) en algunos tubérculos, en es-
pecial los pertenecientes a D. rotundata, los cua-
les mostraron mayor contenido de sapogeninas
y presencia de diosgenina.

Se puede inferir que el fenémeno de dor-
mangcia tiene relacién con un aumento en el
contenido de algunas sapogeninas, porque al
consumirse almidén del tubérculo, la propor-
cién de sapogeninas aumenta, con respecto a la
cantidad de material seco, lo cual se puede
constatar por los resultados obtenidos.

Cuantificacién de las sapogeninas

Estandarizacion del método: el coeficiente
de variacién de la pendiente para las seis curvas

Tabla 1. Sapogeninas presentes en las muestras de las especies analizadas

Especie Muestras con . .
. Tigogenina /
. Hecogenina
Geninas

D . alata 0 2/23

D. rotundata 0 14/15

D. esculenta 0 0

D. bulbjfera 0 0
Dioscorea sp. 0 1710
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Muestras con Muestras con Muestras con
Diosgenina/ Sarsapogenina
Neotigogenina Yamogenina / Esmilagenina

Namero total
de muestras

1/23 23/23 23

11/15 15/15 15
0 1/1 1
0 1/1 1
L U 172 | — 1
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de calibracién fue 0.061, el cual es menor al li-
mite establecido para los ensayos espectrofoto-
métricos, por lo cual el método es repetible y se
encuentra estandarizado.

Cuantificacién de las sapogeninas: se reali-
z6 una curva de calibracién con los seis resulta-
dos de absorbancia para cada una de las
concentraciones ensayadas, la cual fue sometida
a un andlisis de regresién con el fin de evaluar su
linealidad. Las hipétesis fueron probadas con

un nivel de confianza de 0=0.05 y son enun-
ciadas a continuacién:

1.6
1,4

1,0
0,8 1
06 -
04
02
0,0

Absorbancia A

0 5 10 15 20 25 30

Concentracién (mcg/mL)

Figura 3. Curva de calibracién para la diosgenina (Regresion, y

= 0.0627 + 0.0545x)

o Hipétesis nula (Ho): La concentracién de
diosgenina y la absorbancia NO presentan
una relacidén lineal.

o Hipétesis alterna (Hi): La concentracién de
diosgenina y la absorbancia presentan una re-
lacién lineal.

El resultado del andlisis de regresion, reali-
zado a través de un ANOVA, present6 un valor p
(7.35x10-2') mucho menor a 0.05, entonces es
posible rechazar la hipétesis nula, es decir, que
la concentracién de diosgenina y la absorbancia
presentan una relacién lineal. La curva se mues-
tra en la Figura 3 y en esta fueron interpoladas
las absorbancias de cada una de las muestras
para hallar las concentraciones de las sapogeni-
nas totales, expresadas como diosgenina.

Es importante resaltar que el intercepto de
la curva es muy cercano a cero (0.06), lo que
permite descartar errores sistematicos.

En la Figura 4 se presentan los contenidos
de sapogeninas totales en cada una de las mues-
tras. Se observa que la concentracién obtenida
para cada uno de los extractos es mas baja (entre
0y 78.2 mg/100g de tubérculo seco) con respec-
to a las especies que actualmente se emplean
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Figura 4. Contenido de sapogeninas totales en cada una de las muestras de fiame
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para la obtencién de diosgenina con fines comer-
ciales (alrededor del 3%, en base seca).

La D. rotundata es la especie que presenta
mayor concentracién de sapogeninas totales con
un promedio de 28.4 mg/100g de tubérculo
seco, la D. alata conticne en promedio 11.9
mg/100g de tubérculo seco. La accesién cuanti-
ficada de D. esculenta presenta 24.4 mg/100g de
tubérculo seco, contenido intermedio entre la
D. Rotundata y D. alata y finalmente la D. bulbife-
ra presenta un contenido bajo de sapogeninas,
9.1 mg/100g de tubérculo seco. En las dos dlti-
mas especies se realiz6 la evaluacién en una sola
accesion, razén por la cual a partir de este dato
no es posible hacer una conclusién sobre la
especie.

Observando la concentracién de sapogeni-
nas obtenida para cada muestra y relacionindola
‘con el nimero de sapogeninas detectadas, se
concluye que existe una correlacién entre ambos
resultados, es decir que la Dioscorea rotundata pre-
senta un mayor nimero de sapogeninas y asi
mismo, una mayor concentracién de estos com-
puestos. Otra caracteristica de interés en esta es-
pecie es el hecho de haber sido detectadas por
cromatografia en capa delgada diosgenina/yamo-
genina y tigogenina/neotigogenina en la mayon’a
de las accesiones, lo que indica que un mejora-
miento de estas especies puede convertirlas en
especies promisorias para la obtencién de sapo-
geninas esteroidales.

En la parte inicial de esta discusién se
mencioné que se colectaron algunas accesio-
nes con caracteristicas especiales como aquella
que presentaba un abundante pigmento pr-
pura. Durante el procesamiento de la muestras
se observé que el pigmento es hidrosoluble, lo
cual hace que durante la hidrélisis se pierda y
desde entonces el material presenta caracteris-
ticas similares a las otras accesiones. Con res-
pecto al contenido de sapogeninas se obtuvo
un bajo contenido, ¢l mis bajo presentado por
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todas las muestras, ademds de mostrar
ausencia de diosgenina; esta observacién abre
la posibilidad de estudiar méds profundamente
la relacién entre el color y el contenido de
sapogeninas.
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