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INTROD-JCCION

El grupo de loa £cldos clorogéniocos estd for-
medo por los isdmeros que resultan de esterificar un

nidréxilo del dcido qufnioco eon el 4oido oafeiod.

De los ocuatro isdmercos posibles, el mejor estu-
diado y el Fnloo-que hasta ahora ha sido sintetizado
#3s el doido olorogénico 6 3-cafefl-qufnico. De los
otros isé&meros se ha estudiado con detalle la estruoc-
tura del £o0ido isoclorogénico, enoontrando que se tra-
ta del S5-cafefl-quinico, mientras que el doido neoclo-
rogénico probablemente sea el isdmero oon el sustitu-
yoente en 4. También se encuentra desocrito en la lite-
ratura un doido pssudooclorogénico, pero sin detallarse

nlnguna experienclia que aclare su estructura.

Un ocompuesio relacionado con los anteriores es
la cinarima, la cual es el £cido 1,4-dicafell-quini-
60, la que ademds ha sido sintetizada de tal manera

que pudo oonfirmarse su estructura.



- ACIDO CLUROGENICO

Rl £cide sleregénico fué descublerte em 1849 por
Peyen, quien encentré que em el caré hadfa um ieidp que
fermabs sales féoilmente eristalizables cen eafefza Yy
potilio. Lo-llan‘ écide eleregénice perque sus -6;n51o-

nes ameniacalos se ¢eleresbam de verde em el aire.

Reeién les trabajes de Gerter (1908-1911) M erex
uma idea mds elara de la estruetura melesular de este
doide. Este auter enscentré que las solusiemes de hi-
drate de petasie al 30% le deseempenfan en £oldeo oafoi-
ce y £cide quimice. Cem feides mimerales dilufdes, em
ealiente, ebtuve £eoide qufinise, £o0ide cafeisce, anhidri-
do ocarbénice y ua preducte sceitese gque me pude orista-
lizars: BEn base a sus experienelas, Gerter prepuse la

siguiente estruetura para el doide oleregénige:

(CCH —m ok
HOQ ) CH— WH — C =~
o Ihd
0 CH
Ot =i 5
HO CH —wh —{—
als éCUH ! _)v)‘CM

Le misma, cerrespondiente a la férmula C33H;34019,
resultabs de la unién de des fraocciomes de doide "hemi-
eleregénioe” per un puente exigermade, Si bhien les ds-
tos experimentales de Gerter pedrfan haberle eoenduocide

-4 la férmula ocerreeta, este asuter no le dié impertancias



al heche experimental gue el £oido cleregémice pedfa hi-

drelizarse per medie de enzimas hidrelfticas.

‘ Preudenberg (1920) estudié srfticamente esta férmu-
la y chostré que debfa ser un éster del £cide cafelee
een el ioido_qufnioo, perque esnsiguié aislar estes dei-
des tratande ol £eide sleregénioe oen una enzima aisla-

da del Asperzillus niger. Estes hdngos preducen enzimas

que pudierem aislarse (Preudenberg - 1920) y aplicarse

a la hidrélisis de tenines baje el nemdre de tanasas.

La impertanela prdctica de las tanasas alsladas de Asper-
g1llus y Penlocillium residfa en que permitfa desar el
grade de hidrélisis de les tanines géliees (Nichelsen,
Rhind - 1924) y en este case fué utilizada tambiém para
preducir la hidrélisis de¢ un é2ter. De acuerde a les
resultades de Preudenberg, el dcide cleregénice debfa

ser eensiderade come um dépside de les doides eafeice

y quinice. -

Es um heehe oenecide que cen seluciomes de e¢lerure .
£érrioce les tanines derivades del doide gdlice dan ocele-
racién azul e negra, mientras que les tanines derivades
dol £clde pretecatéquioce dan celerscién verde., Tente el
dcide olorogdnioo oeme el doide carfeice daban occleraeién
verde qen soluclenes de olerure férrice, qumque me fue-
son verdsderes tanines, oeme se verd mds sdelante. Es-
to 1ndio;ba que ambes tenfan libres um par de hidrexiles
fenélices en pesicién erte, come les que pesee ol £oide

pretecatéquice, y sste selamente peifa eourrir si el £oci-



de ocleTegénice tenfa uns oatruotdrn en la cual les hi-
drexiles erte 4e la peroién dcide cafeice estaben li-
bres. . Us etra msmera ne tendria expliscaeién fdeil la
reascién tn;.fucrt-lonte pesitiva eon el olerure férri-

Lq-f‘rlnll del £oide sleregénice pedrfa esquemati-
sarse entences en la sigulemte ferma, sin que fuese en
ese memente pesible establecer eudl de les hidrexiles

del écide gqufnico estaba esterificade per ol £olde ce-

felce:
(’ h 7/ "
3 HC . L fo)C o
fd -S- ch=ch—coo |- | C¢ L (ei)zCC0
br — Cd = CH ‘ .
/ Y~
Aoido Cafeloe Anidp ufniee

El desprendimiente de amhidride carbdénice que eb-

‘servé Gerter se debfe a uma descarbvexilaciém del (eide
cafeise, pues este Ultime al ser ealentade cen doldes
.minerales dilufdes se descempenfa rreduciende tambiéa

ese gas. Segdn Freudenberg (1920) el preduste amerfeé

que Gerter me pude aislar, era el 3, ,A4-dihidrexiestirene.

}40_;1
ROZ_D- CH = (I,



Gerter (1908) habdfa ya vreparade un derivade oris-
taline pemntaacetilade del doideo oleregénice, le que in-
diceba in presencla de einee grupes hidrexile libres.
Este dolde ne daba, per supueste, nimguma reaceién cen
el alerure rérrice, pere enm cambie segufa cembindmndese
eoR una meldoula de breme en selueidnm elereférmica. -Do'
de los restes acetilep menolemades eran releativamente
1£biles a la hidrélisis en seluaién aouola-entllizada
por deides. La acolén del foide acétiee al 20% permi-

/%16 ebtemer un preducte eristelizade que resulté ser

ol feide triacetil-eleregéniee, ol eual daba resccién
2v-rdo intonsa een ol elerure férrice. Este heshe ar
uaa demestreeién mfs que ol dcide oleregénice era el
preducte fermade per la eondensaolidén (esterifieaciém)

_uinl £o0ide sarfeice cen un hidrexilec del doide qufnioces.

e ) _
e L . - A0
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Ceme ol dcide cleregénice contisene una doble li-
gedura que ademds estd activada per estar eemjugada cem
ol niclee benoéniee y een ol cerbemile, resultabs expli-
gable ne selamente su reactivided een breme que debe
eongiderarse nermal sime también su récil reducciém per
el hidrégene para fermar el dihidre-derivade cerrespen-
diente. RE1 dcide cleregénice tratade ¢en amalgama de
sedlie da lugar a la fermaciém de um dihidre-derivade
C16H200g, el sual per hidrélisis £oide e alcalima se
transfersa ea les deides dihidrgeafelee y qufnice mdfs
féoilmente que a partir del écide sleregénice eriginal.
Les rendimientes en deide quinice sem muy buenes y pue-
de aplicarse essme métede ds preparaciém del doide quf-
niee muy pure a partir de doide cleregénice (Watanade -
1936)

‘*0\_/“*“6'* €00 ~C, Hy (0H )~ COOH
AL&JU Cloroje/'hlw i,

a
V)

0 D= CHy CHy CUo-C Wy (04) - € COH
Acide Djktclroc[arojeucc

Mientras que la esirusturs dol dolde o.roio.'y. era
eenecida desds 1866 (Hiaslvctz). la estruscture goi doide
qufnioce y especlialmente les aspectes estereequimices del

misme recién pudieren ser aclarades per les trabajes de

Fischer y Dangsohat (1932).

Estes auteres selararen la estructurs del fcide
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qufnice de la siguiénto manera:

La existencia de des hidrexiles en pesioién 4 ¥y
$ 6§ 37 4 ya 6@ conecfa perque el dcide qufnice daba
(#i&q protooat‘duioo per tratamniente oen agus de bre-
me. También oi hidrexile en poaidi‘nh era‘bonoqido‘
perque el &bido:qufnioo calentade een (oido,sultﬁrio;
ceno;ntrado desprendfa éxide de carbene, & sea que era

un £oide | -alcenélice.

HO

Aciclo Quinico —> >~ CUOH

Hirviende foide qufnice cen acetena en presencia
de ¢lerure de eino se ebtuve un acetén-derivede de la
lactena del doide qufmice, para el cual eran posiblo-

dee estructuras:

—Q
(CH,)E\O _}_ Cio ><__ (_io
¢
N 0
OH ( ”3)-5 —0
I IT

La segunda estructura permitfa expliear sus reaccie-
nes, le quo ne ecurrfa cen la primera. Per tratamiente
ocen hidrazina y dcide nitrose el anille lacténioces pre-

sente en la estrusctura (II) se abre y se ferma la azida



(III), la ocual se podig degradar en una triogldiqlohoxa--

nena per calentamiente en teluene hirviente.

RO CON !
X
L s (10 [,
/\\// H’VO 0 N\ ' ) O/A\r/
cng C/O (CH,)\C"O @
II I1I Iv

Este eempueste osténioce de la triexi-gioclehexanena
(IV) reacciemaba, fermande uma hidrazema, pere ne una
esazena oen le fenlilhidrazina y per le tante ne podfnf
centener um hidrexile ea el carbeme adyasenmte al grupe
eeténioe. La estruetura del feide qufnies resultabs en-

toncclila siguiente:

OH
(O0OH
/5 > )
i
.| ‘
HO Y—— 0 H
HO

Las pesieienes espaciales de les hidrexiles se es-
tablecieren en la siguionte ferma: E1 hidrexile 3 debfs
estar en pesicién ois respecte del carbexile para peder
fermar la laotona, El hidrexile 5 en cembie debfa estar
en pesicién trens perque ol £cide 3-metexi-quinice ne pe-
dfa fermar lactenas. Finalmente el hidrexile 4 estaba en

la misma direccién que ol 5 para peder formar el compues-



to aceténice.

Censcalende la férmula estruotural del doide qufniee,
la hipétesis mds plasusible sebre la estrustura del deide
eloregénice era aceptar que la unién cafeice-quinice se
realizaba per medie del hidrexile gelecsade en ¢l carbe-~
ne-3, De otres maners la pesieién faverable del earbexi-
le libre y del hidrexile-3 habrfan permitide la feraa-
oién de una laotena del dcide cleregénioce, le que rRun-
¢a 86 pude ebgervar, incluse cuande se le semetié a unm
tratamiente a oondioionon de anhidrizaocién que haditusl-
mente eenducen a la fermaciéa de lactenas. Ni eun la
‘a00oién del anhidride scdtiae determiné su fermacién si-
me que se ebtuve el £slde penta-acetil-aleregénice, oen

el ocarbexile libre.

Ksta estruetura fué oenrirladn per el estudie de
les preductes de ocondensacién do lu acetema een ol doli-
de eleregénice, per accidén del glerure de oinc. Se eb-
tuve un discetén-derivade que ers inseluble en ssluoién

de bicarbonnto de petasie
Capet/(.o -0

0
\\/ 2\\__ .
____,//\\IO }//(:(kH

3){ :
F

(chy) —0

Fishcer y Dangschat (1932) interpretaren este heshe

admitiende que ume dis les grupes aceténioes se cendensa-
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ba oen el hidrexile en pesicién 1 y el carbexile 1ibre
simultdneamente, ppepiedad que habdfan onoontfude ya on
el doide tartérice (¥ischer y Taube - 1927). La cenden=-
sacién del segunie grupe aceténice debfe realizarse gen
les hidrexiles presentes en les carbenes L ¥y 5, heohe
ooincidente cen lq_cnqontrddo en el ‘oido quinice, dex=
de séle podfan dar cempleje seetémice el per 4 - 5 per
estar en pesicién ois y ne el par 3 < L que éltl en peo-

slieién trans.

Per le tante, el feide oloro;‘nioo séle pedfa ser

un.nbfnd‘plido. ceme le indica la férmula siguiente:

HO
B0 - CH=CH-C00
O CO0H
)
1o N—"on
HO

Esta estructura fué eenfirmada oenvirtiende al doi-
de cleregénice em un pentametilderivade, tratdndele pri-
-gro.oen diazcnotaﬁo que metilé les des hidrexiles fené-
liees del dcide ocafeice, luege cen iedure de metile y
éxide de plata, que metilé les tres hidrexiles aloehé-
lices restantes. Se ebtuve um sceite destilsble, el
sual per hidrélisis en medie alcaline preduje doide 4ai-
metexicafeice y dolde 1,4,5~trimetexiquinice. En este
diiimo, que tenfa el hidrexile del ocarbene-3 libre, se

pude cemprebar una vez mfs la pesibilidad de fermarse
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usa lactoma.

O
nd > CH=CH-cot CioH. C“@0\,/ CH=CH-C00 coo

HdQ | HO‘,TL:O'H
o o~

CHsb
CH0d - CH-CH-COUM

CHz0 . o
CH;UOCH CH COU COOH . A(,[JO thioxcca,peuo
Ha0
Ichs CHo Y~ 0cH, NadR $H oo
Aj,o CHY /_iﬂ
" cH,o \ OCH;

o
/1L'ulo TI'L"mQTU x1 qu(mico

Per ltime eabe reserdar que en el dcide cleregé-
nioe sen pesibles des isémeres geemétrices dedides al
deble enlaee de la fraecién dcide cafeioes. 31 bien ne
ha side pesible aislar el estade pure ningin isémere
¢lg e trans de diche foide, per sroemategrarfs en papel
suelen detectarse a veses dos manchas cercanas que ce-
rrespenden a un misae (ﬁido 0leregéniov y que se atri-
buyen oerrientemente a les isémeres gcis y trans del

compueste (Reberte - 1956).



PROPIEDADE: DEL ACIDU CLOROGENICO

Prepiedades ffsicas,

El doide cleregénice eristaliza en agujes cen 0,5
mel de agua, tiene guste débilments £cide y astringente.
El agua de oristalizecidn se oliﬁinn’por secade al va-
efe a 110°, Es rdoilmente geluble en alcehel y scete-
2a, pece on acetate de etile o acetate de butile e inm-
seluble en oloreranno.rlt-r otil;co y sulfure de carbe-
ne, Pege seluble en agua frfa, es fdoilmente seluble
‘en agua ealients. A temperaturs amblente, da selucle-

nes acuesas de apreximadamente L grames/litre.

El punte de fusiém es 207-208" y lea valeres del
peder {ptatorio nds ridodignoé Quo se han publicade
sen de [ol],i'ﬁn. -33,5° (agua; 621)|d] pa -38.0 (aloehel-
agua 1:1). |

La censtante de diseclacién electrelftioca k=2.2:lO'3'
‘a 27°, cerrespende a la de un dclde débil.

La absersién ultravieleta presenta lns.ligﬁionton
caracteristicas: minime a 265 mp, mdximes a zuo;".—"a 327 mp
(E 1% = 532; £ 18600) cen uma inflexién m 295 mp. Es-'
te ospectre o3 muy similar al del £cide cafelce. E)Ll ve-
ler del méxime se mantiene censtante entre les pH 2,4 y
5,9 (Heeres, Dermett, Weed) pere a pH mis altes sufre .
desplazauienteos hacla las m.&orqsilongitudos de enda.
Estes desplazanientes sa han aprevechade (Calzelari y

Denda - 1957) para desar £oide cleregénice en presencia
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de dcide cafeioe pues éste presenta a PH 9, mdximes di-

Terentes ds les del focide cleregénioce.

Erepiededes quimicas.

El doide oleregénice reduse las sélucienes de mi-
trate de plata eam ocalisnte. Hirviémdele sen di‘xi&f.nq‘
manganese y soluoién dilufda de £cide sulfhfdrice se
_ ferma para=quinena. Per reducoién oen amalgamas de se-
die y doide sulfuirioce dilufde se preduce ol £oide 4ihi-

drecleregénice, ceme se ha imdicade mfs arriba.

Calontande £olde oleregénice aen £cides dilufdes
eone les dcides exdlice, clerhfdrice e sulfirice, se
descempene en ferma relativamente rlbil fermdéndese an-
hidride carbénioce, £foide cafeice, dolide qufnice y etres
preductes. Cen seluciém de hidréxide de petasie dilul-
de se afslan en cambie selamente les preductes de hidré-

lisis, les fcides ocafeice y qufinioce.

El £cide cleregénice da muchas regocienes selerea-

das de las cuales las més impertantes sem las sigzulentes:

Cen selucisnes 48 oclerure férrice se ferma una ce-
leracién verde que se vuelve azul ¢ reje vieldoea al
agregar hidréxide dé\godio. Esta reaccién es ocaracte-
ristios de les ortodir;kblos 7 on ol easa de les deldes
cleregénices se deben al éunplojo que ferman oen el hie-
rre les des hidrexiles erte de la fraceién oafefle de

la meléoula. Eata reaccién puede aplicarse para rece-
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necer les dcides cleregénioces en les oremategramas.

En seluciemes acuesas de (oideﬁao‘tiqp e feaféri- .
oe el doide cleregénioe de una celeracién umqfiilg al
agroegarle nitrite de sedie. Este ooier se vuelve ocar-
min al nlealinizur oen excese de hidrate de sedle y s0-
gdn Hooprnor (1932) permite rocenecer ol-(oido cleregé-
nloo hasta dilucienes de 1 en 100,000 per el celer car-
mfn brillante que desarrella. En iguales cendiciemes ,
el dcide cafeice da celer maranja. Esta Teaccién hs
cafde en desuse ceme métede de desaje, sebre tede des-
pués que Genzdlez y Sar Martim (1942) demestraremn que es
pece ospeéff;en. 8igue utilizéndese em eambie para re-

velar oremstegrafias en pepel.

Per agregade de acetate de petasie y de cafeina a
seluoienes hidrealeshélicas calientes de doide oleregé-
nice se ferma la sal cempleja fdollmente recristaliza-

ble per ser pece seluble en rrfe.

El dcide clorog‘nioe ne precipita oen soluoieno;
de gelatinas 21 ne se saturan las mismas cen olerure de
sedlie y luege se ealienta. Tampece puede ser extrafde
de sus selucienes per ol tripém de buey o "geldbeater's
3kin". Kstas reaccienes distinguen el dcide cleregé-
nice y sus isémeres de les verdadsres tanines, pues si
bien algunas de sus reeaccienes celereadas sen cemunes
ocon les migmes, en este gase la diferencia es evidente,

Les tanines se definen oome sustanclas eristalines e
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amerfas que presentan una serie de prepiedades que em-
plezan son las solubilidades en varies selventes, las
reaccienes celereadas mdis cemunes y las reacoienes de
precivitecién (Nierenstein ~ 1948)., Las selubilidades
del dcide oleregénice en selventes ergénices y sus re-
scoiones celereadas que se indiosn mds arribe prevarfan
que le cerrespeade ser lnoqudo en el grupe de les ta-
nines, pere es en las resoccienes de fijacién a pretef-
nas dende se¢ puedon eneentrar diferencias. La roioqi‘n
de la gelatina ne es tetalmente espesifioca para les ta-
nines, pues de sncuentran algunas excepociones oeme las
selucienes de gema arébiga, almidén, inulina y galate
de motile que tambiém precipitan. Psre el £ocide ole-
regénice tampeco da resccién pesitiva cen el llamade
tripén de buoy y es per esta razén que les £oides cle-
regénices ne sexn os nsiderades ceme verdaderes tanines,
pues ésta @3 la resceién que representa cen mfs exaoti-

tud la capecidad de um predugte de surtir pieles.
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ACIDO J3OCLOROGENICO

Barnes, Feldman y White (1950) encentraren en les
extractes de café verde una sustancia isémera del £oide
eleregénice que llamaren doide isecleregénice. X1 deci-
de isecleregénice se ha oncentrade mie tarde en muches
extraotes fogétdli; por medie de la oremategraffia en pa-
pel. En el eafé se caloulé qus reprosenta el 15% do te-
des los doides cleregénicos reunides.

Ne ha side pesible sbtener el £ocide isocleregénice
al estade oristaline y per esa resulté dirfoil el estu-
die de su estructura. Tampece se pu&icﬁon ebtener de-
rivades oristalines a pesar de haberse prebede un buen
.ndnmere de reacoisnes cesme la metilacién exhaustiva, ace-
tilaeién, tornéei‘n de derivades aceténicez, cemplejes

cen alealeides y oen metales.

’ '3u separacién de les dends £cides oleregénices se
basaba er la prepiedad de ne formar oemplejes oristali-
nes ocen eafefna y petasie y ea su mayer selubilidaed en
aostate de butile. Ceme 2e¢ ha menociemade anteriermente,
el doide eleregénice ferma un cempleje pece seluble oen
cafeing y petasie y es prdoticamente inseluble en ace-

:satgf&iubutilo.

Mediante una partlioldén entre asetate de butile y
buffer pH 4,7 se pude ebtemer un preducte amerfe que
les auteres ocensideraren le sufioclentemente pure ceme

para deterninar algunas de sus censtantes y prepledades.
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En la tabla I se indiocan las mismas cemparsdas cemn ol

dcide cleregénioce.

Table I. Prepiledades del dcide Isecleregénioe.
Ags.Isocleregénice Ae.Cleregénice

Punte de fusién amerfo 207-208°
reder Tretaterie -230° -38°

Posﬁ melecular

(crieseepfa en diexane) 43 35k
" ff’ﬁ;t? ‘;;105“1“ 18.900 18.600

[

Equivalente de neutralizecién alrededer 580 354-1359
“quivalente de sapenificaoién 163-185 176-183

El peder retaterie fué deterzinade en aloehel-agua
‘(50:50) y el date tabulade cerrespende al preducte ape-
rentemente mds pure gque ebtuvieren les auteres. En la
literatura se eneentraren desorites también valeres mis
bajes ceme en la publieaoi6n de Uritani y Miyane (1955)
que le asignan bUD « -196®, pere en este cess sl selven-
te era aleehsl pure. El cspoétro ulﬁraviolgta'ora‘id‘n-
wl!ioo al del £oide olcreg‘nioo,.ogn‘loa li_l.l puntes que
se indicaren-em la looo;‘nV-orrospdnﬁiontdl Tanbiéa les

espectres infrarrejes son similerea..

El equivaleate de neitralizacién escilaba alrededer
de 580, segin ol néteds de preparecién del preduscte. Ks-
te Valer estaba muy alejade del ceorresrendiente al doide

cleregénice a pesar de la similitud de peses meleculares
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que se encentré per el méteds oriescépice, de manera
que séle cabfa la explicacién de supener que ne se tra-

taba de una sﬁbstnnoiu hemegénea,

El resultade del squivalente de sapenificecién
~ essilaba alrededer de 180 en ambes doides, le que qté
'itgbh de scuerde cen les peses nbloouli:op‘q;'loq dol~

des cafeiees y quintoee.

Les andlisis elementales dieren les valeres si-
guieantes: C 56,12%; H 5,18%, que sen bastante cerca-
nes a les que eerrespenderfan s una lactona derivada
~ 4e un écide clereogénise euyes valeres ocaloculades sen:
c 57,1%; H 4,86, El deide 1ibre deberfa dar loQ va-
leres C 54,2%; H 5,1%.

Ese preparade también era similar al fcide cle-
regénice en las siguientes reaccienes qufmicas: redu-
cfa las salas do plata y merourie, dabe celeracién ver-
de oen seluecienes de clerure férrice y daba reaccidéa
de Heepfner pesitive. K1l acatate de plems precipitd
ambes dcides cuantitativamente y estes doides eran tam-

bién igualmente selibles en alcehel y en acetons.

La diferencia mfs significativa estaba en la va-
riabilidad del equivalente de q‘ﬁtralizaci‘n de) deoi-~
de iseoleregénice, segim el métede de preparacién se-
guide, ceme 5e ha ipndicade méfs arriba. Este se expli-
on per la existencia de un equilibrie entre el £oide

iseoleregénice lidbre vy su lactona, ceme se indica en
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las firmules al final del capftule, demnde se ve que
esta lactena séle puede fermarse entre el carbexile

1 y el hidroexile 3 &b la peroién doide qufnice de la
melécula. E1 £cide clorog‘niéi“ol canble, ne pedfa
fermar laotenas, osme yu se ha.noneiiﬁi&o. porqui,tid—

ne ¢l carbene 3 sustitufde per el resto dt?oilo.

Calentande doide eioiog‘hioo*a'lhO‘lnobro penté-
xide de résfere, ne se obéofvnron-oanbios en.sus pre-
pledades. Cen ol £cide isecleregénioce y pentéxide de
fésfore acurren alteraciones ea ol valer inioial de
algunas censtantes que selumente se expliecan cen la
ferzacién de uma lactena. Asf se sbservé que ol equi-
valente de neutralizeciém aumenté en un ‘7% del valer
inicial, el peder retaterie sufrié um desplazamiente
Y sc velvié mfs levégire, mientras que la extineién
nelecular noia;rria'gasi alteracién, tede le ocual era

de esperar en uns lactenra.

Per hidregenecién catalftiea cen paladie segin
el métede de Watanabe (1936) se ebtuve foide dihidre-
isecleregénioce ol oual preduofa per hidrélisis £oide
qufnice parcialmente lactenizade. Se ebtuve una cenms-
tante de neutralizecidn adecuada de este doide quini-
se parcialmente lactenizade, per uma sapenificacién

inioial que abrié el cicle de la lactena y I‘bor‘ la
funcién dcida.
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Quedaba per aclarar a ocual de les restantes hi-

droxiles 1, 4 6 5 estaba unide el reste cafelle.

Tante las seluocienes de doide cleregénice ceme
de feide isecleregénice aume: tan su cenductividad al
;srognr doide bérice a las mismas. Este indioaﬁn-qﬁo
en ambes casoes debfa haber des hidrexiles adyasoentes
libres para peder fermar ésteres olclices del foide
bérice y le cual séle pedfa ecurrir si en ambes dol-

des ol hidrexile 4 ne estaba sustituide.

1 desislén entre les ocarbenes 1 y 5 ceme punte
de rijacién del £cide oafelce se ereatuéd consideran-
de las veleocidades de exidacién cen dcide periédice
de les dcides cleregénioce, isecleregénioces y guinice.
El oensume de dcide periédice de les £oides elo;og‘-
nice e lsecleregénice aumenté en ferma similar y ter-
miné gastande 1,2 wmel per mel de SQltanein después de
15 heras, mientras gue el ioide quinice gastaba des
meles en iguasles sendiocienes. la p’nlb}lidad'do que
ol doide isecleregénice centenga el pustituyonte en
:Ql hidrexile del oarbono 1l no_pudo:aoeptlruo perque
entences ol censume de &oido perifdice serfa mis cer-
cane al del £oide qﬁfnloo, que tiene les hidrexiles

3, 4. ¥ 5 sin sustituyentes.

El dolde igecleregénice se exidaba un pece nds
lentum-nte que el cleregénice, le que se exvlicd per-

que la veleoidad de apertura del anille lacténioce 1i-
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mityba lu velscldad de 2xidecisn del misme. Otre
raétar que“iﬁfldfﬁ an ogte case era la cénflguruoikn
de 'les dos hidroxilos adyaoentes que se .xidan ¥n
ol $oide isoclorogdnico les hidroxilea librcs estdn
‘- #n pesioién trans, mientras quq-on ‘ol dolde elorog‘-

nice les hidrexiles 4 y 5 estén en pesisién cis.

Les auteres censideraren que la férmula mds pre-

bable del deide isvoleregénice ers la de um dcide

5-cafefl-qufunice, pareialmente lactenlzade, fermande

una mezela em oquilibris.

OH ™ oot



C1IDO P SNICO -

En un estudio sobre las funciones respiratorias
de, la datata (Ipcmaa'batgtan). Rudkin y Nelson (1947)
estudiaron los dcidos fendlicos de esta planta., Lo-
graron aislar e identifiocar £eido olorogéniqo. pero
quedd en suspenso la aclaracién de las ss;rusturas de
los componentes reunidos bajo el nombrs de "fraceién A",
los cuales produc{an d£cido cafeico por hidrélimis alca-
lina,.

‘Uritenl y Kiyano (1955) siguieron este estudio
eon el fraccionamiento de estos dcldos fendlicos de
batatas atacadas de "podredumbre negra” (Ceratosto-
mells: fimbriata). Aplicando una partiecidn en contra-
corriente de L4 etapas oon acetato de etilo y buffer
de roafaﬁo- a pd 5,8, los autores aislaron tres fracocio-
nea distintas que daban #oido cafeioco y docido qufnico
por hidrélisis. La fraeoidn A, oon coeficlente de par-
tioién 0,48 y poder rotatorio H]UD a -155°, era distin-
ta de todos los do0idos olorogénicos desoritos hasta
entonces y fué llamada foido pseudoolorogénico, la
fra&cidn B resultd ser fdoido isoolorog‘nioo, como lo
confirmaron al oonparnfln oon una muestra aislada del
.oafé. Tanto el doido pssudoolorogénico ocmo el iso-
olorogénico dieron equivalentes de neutralizacién al-
tos (586 y 563 respectivemente), 10 que indicarfea que
se estaba en presencia de laotonas. La fracoién C,
eon un poder rotatorio[d]l3n = ~94L°, fué considerada






-2l ~

ACIDO NEOCLOROGENIQO

En 1953 Corse aislé un nuevo £0ido gue por hidré--
~1lisis daba los £oidos cafeico y qufnieo, al oual deno-
mind feido nboolﬁrog‘nioo; Era después del doido clo-
F ocinioo y del £oldo isoclorogénico ol tercer dcido de

: osto tiypo onoontrado en la naturaleza.

Corse lo aislé de pulpa de Aurasnos que una vez
secada por liofilizacidén, se extrajo ocon butanol sa-
turado de agua. El extraeto butanélico se transformd
en un extracto acuoso y el nuevo extrasto asf obtenido
fué sometido a una distribubidn en oontracorriente de
100 tubos, empleando el par de solventes acetato de eti-

lo/bufrer de foefatos 2M a pH 3,0.

Efectuando 100 transferencias pudo detectar cua- -
tro bandas que contenfan sustanclias fendlicas. la pri-
. mera ocon k = 0,05, es decir muy poco soluble en aceta-
to de etilo, contenfa varias sustancias, algunas al pa-
recer productos de polimerizacidém y ademds autocianas.
La tercera banda con k = 1,40 eorrespondfa al deido clo-
rogénico, el sual pudo cristalizarse :(oilénnta Y la
cuarta banda oon k =« 10 oontenfa doido isoclorogénico

y otras sustancias desconoocidas.

Habfa ademds una segunda banda de k = 0,39 de la
cual se aislé el nuevo doido cuyas constantes se indi-

can a oontinuacidn, en forma de tabla, pars comparasrlas
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mejor con los otroe €cidos.

Tabla 11, Propiedades del Acido Neoelorogénioo.

Ae .Neocloro- AOC. Iaoolorg- -Ao.Cloro~
Znioo génico 3nIoo

" Punto de fusién  177-179°(dess). ' -- "307-“.2os°
‘Poder rotatorioc _2r0
(aloonol 50%) =5,4° -230° . 38
Equivelente de ' -
neutralizacidn 367 580 -35h
.Anflisis elemental: C 54,2% 54,28 (mloulado]
H S’M’ ' 5.12% "

Los datos del andlisis elemental y desl sguivalen-
te de neutralizaocidén coincidfan exactamente con un iséd-

mero del £oido clorogénico, y por lo tanto tendria lg
rérmuls 01651809'

El espectro ultravioleta del dcido neocclorogéni-
00 coincidfa oon el de los otros £oidos olorogénicos,
es decir, en aloohol-agua 50% daba mdximos a 240 mp
Yy a 325 mp, un mfnime a 265 mp y una inflexidn a 295 mp.

La saponificacidén del £cido neoclorogénico con
hidréxido de sodio dié un rendimiento del 51% en dol-
do cafeico, También se pudo aislar doido qufnico, pe-
ro oon un rendimiento mucho menor. Consideramos que

posiblemente la menor oantidad de £oido quinico aisla-

da se debfa no solamente & las mayores difioultades
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. que slempre presentd el aislamiento de este dcido, si-
no que ocomo se discutird mds ndoiante, una parte del
€01d0 neoolorogénico pudo transformarse en medio alca-
‘1ino en otro producto al cual hemos llamado "sustancia
T 19-20" y en-la oual no hemos podido ocaracterizar .
doido qginicq. sino una sustancia £cide de naturpiif

za diferente.

Corse no sefialé el lugar en que podfa estar con-
denssdo el resto ocafeflo con el £cido qufnico. Es
evidente, sin embargo, que sl se aoepta que en el doi-
40 isoolorogénico, como sostiena Barnes, Feldman y
White (1950) estd sustitufdo el hidroxilo 5 y en el
clorogénioco el 3, eomo ya 6stf perfectamente demostra-
do, sélo quedardn como lugares de susfitgcidn posi-
bles los hidroxilos 1 y 4.



-27-
~CIEARINA
En 1954 Panizai y Scarpatli aislaron de extractos
de nloaucilos (_xgggg_g__;z!__) una nueva sustamcis
formada por oondensacién de dcido cafelco oon dcido
qufnico a la cual llemaron cinsrime. La sonsidersaron

upn-de las prinoipaloa sustancias coleréticas presen-

tes en esas plantas.

La clnarina se encuentra en la proporoién de
0,1 a 0,% en las hojas fresocas de aloaucil. Para su
extreocidén los autores maceraron hojas frescas grose-
raments, con agua a 1006, durante 6 .,s'nor.s. Des-
pués de filtrar la solucidén, agregaron solucién de
acetato de plomo hasta precipitecién total. Las sa-
les de plomo filtradas se redisolvierca en dcido acé-
tico 20k celliente, se eliminé la mayor parte del plomo
camo sulfato de plomo y las dltimas trazas de este me-
tal oon doido sulfhfdrico. La solucién acuosa se con-
centrd al vaefo y por enfriamiento se formaron erista-
les de cinarina cruda. Por reoristalizacidn sn doido
aoético al 20% se odbtuvo un producto préctiocamente pu-

ro.

Su punto de fusidn era 226-227° y poder rotato-
rio do[J)zsn = =59 (metanol; oei).

E]l valor de la oonstante de neutralizacién y los
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resultados del andlisis correspondfan a un dicafef{l-
derivado del doido qﬁfnioo. Los mismos autores con-
olufan del estudio de la cinarina que su estructura

- gorrespondfa « un doide 1,k-dlcafefl-quinioo.

'l'e,cw_ -

* Los auteres ;nQOlifdron'on.lnfoonlidqto de nsu-
"frniizaoldn era 506 hn vez de th'y‘li‘oantidud de
-qoetilos del hexaacetilderivado era algo inferior a -
la caleulada. De estos datos se conoluye que la oi-
narina estd parcialmente lactonizada, como se hlbfl.

enocontrado en el doido isoblorogiglio.
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108 _ACIDOS CLOROGENICOS

‘Es un heoho oconooido que los extractos de yerbe .
mate dan la rgaocién verde del ¢loruwro férrico oarso-
terfstica de los ortodifenoles. Esta Treacoién se oon-
sideré en cierta época eomo demostrando la pfoboﬁoln:

en la misma de un tanino,

Los primeres gque ocomunicaron haber aislado un ta-
nino de la yerba mate fueron Rochleder y Hlasiwetz (1848).
Precipitaron en forma fracolonada oon acetato de plomo
las soluciones alochélicas de yerba mate y en la segun-
da freccidn enoontraron una sustancia que considcr.;bn
iddntipa a otra que hnbfnnJgialndo prevismente del oca-~
ré.

La cuestidn de sl la yerbda mate oontenfa o no ver-
Adaderos taninos rué motivo de discusiones que continua-
fﬁn por muchos afios. Reoién se aclararon totalmente
con el tra.ajo exhaustivo de Woodward y Cowland (1935),
quienes demostraron que en los extraotos de yerba mate
no existfen verdaderas suatanoias ténicas. El café y
el té, en ocambid, contenfan taninos en cantidades va-
riabtles, como lo verificaron log mismos autores. Al
tratar de aislar de la yerba mate las sustancias res-
ponsables de algunas reacciones oomunes ocon los tani-

nos, 868lo lograron aislar d4os fracciones fenéliocas, la




primera indudablemente era dcido olorogénico o umo de

sus isémeros y la segunda suponfan que era una flavona.

Simulténeamente Hauschild (1935) aislé de los ex-
tractos de yerba mate dos fraoclones cuyas p:opiodcdos
rfonto h'dirirontes Teaoctivos eran muy similares a las
del dcildo olorogénico. De estas frsoeiones el gutor
oconsigulé eristalizar la segunda y encontrd que tenfa
un punto de rusiGn,235-236° y poder rotaterio ligera-
mente dextrégiro que no ospoolfioa. Por sus propieda-
des ffsicas esta sustanola no podrfa ser dcido cloro-
génico pues éste tiene un punto de fusién mds bajo y
su poder rotatorio es levégiro y medible. _Tampoos ol
andlisis elemental ocorrespondfa al f£oido cloregénico,
aino con el de un deide clorogénico que ha sufrido la
pérdida ds ung molécula de sgua.

Repitiend® esas experiencias, Deulofeu, Dfaz,
Fondovilla y Mendive (1943) aislaron nuevamente esta
sustanoia oristalina y demostraron que par hidrdlisis
aloalina prd&uofn ‘oido calfeico. También encontraron
que habfa gran ;1m111tud en los espectros ultraviole-
tas del foido cafelco, la sustancia tdénica y una infu-

gién de yerba mate.

Posteriormente no han aparecido trabajos quimi-
0os referentes a los doidos oclerogénicos de la yerba

mate hasta la publioceacién de Garofa Paula (1953) en
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la cual describfa el reconocimiento en extractos de
yerba mate, de dcido olorogénioco y una sustancia amor-
fa que llamé tanoide. Este autor extrajo las hojas

de yérb- mate con agua hirviente hasta resccién ne-
gativa oon eloruro frérrico., Los extractos combina-
dos se filtraron, se precipitaron los doidos fenéli-
cos oon acetato de plomo y se los regenerd por trata-
miento con doido sulfhfdrico y filtraoidén en calien-
te. Tratnndo-de esta manera una partida de yerba ma-
te oomercial y otra de hojas de yerba mate fermenta-
das enzimfticamente, se enoontré una diferenocia, pues
en el segundo caso, al enfriar la soluoién precipité
un producto pardo-amarillento que el autor consideré
un producto de la oxidecién enzimftica del goido clo-
rogénlco. FPor desgracia, el autor no estudié la compo-
sicién de los extractos originales ni las aguas madres
del tanoide para poder aclarar si éstos también con-

tienen otros dcidos clorogénicos,

En otro trabajo del mismo autor y referente al
mismo tema (Garcfa Paula - 1953), ss menoiona nueva-
mente el resinotanol al encontrar que éste también
existe en el café, En una postdata se menciona el re-
olents descubrimiento del dcido 1soolbrogénioo y el
autor supone que el pseudotanino es idéntico con el
dcido isoclorogénico descublerto por Barnes, Feldman

y White (1950). Efeotivamente, si uno estudia los
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Rf de las cromatograf{as en papel realizadas por Gar-
ofa Pnula, se enouentra que este resinotanol o tnﬂbi-
de, como lo llama indistintamente, se desplazé con nds
velocidad que el dcido olorogénico en el sistema de
solventes Butanol-Acido ao‘;ioo-ngun. Otros nﬁtofea

¥ nosotros mismos hemcs obtenido en eﬁn Z0na manochas
eoh Rf que corresponden al dcido isoclorogénico. Es
dirfeil do¢1f si esta mancha oon Rf .90 de Garcfa Pau-
la corresponde a nuestra mancha c¢on Rf .74 del doido
ipoclorogénico porque los autores no han hecho las
cromatograffas con los testigos de dcido isoclorogé-
nico y los Rf pueden variar mucho de un laboratorio a
otro. Lo que puego afirmarse con seguridad es que el
resinotancl o tanoide de Garcfa Paula no es f£oido nec-
olorogénico porque los Rf de éste son inferiores a los

del {cido slorogénico.

- Tebla III. Rf con el sist nol-Acido adétioco-

Sustancig Rf de la literaturs Nuestros
Roberts QGarcia Paula Valores
(19%3) 1953

Acido olorogénico {6h U@?O .63

Tan.ide {resinotanol) -~ .90 1goc

Ac. isoclorogénico ,76 - 7

Ac. neoclorogénico .55 -- b5
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Las experiencias postoriorog de Roberts (1956),
quien estudié la presencia de polifencles en los ex-
tractes acuosocs de yerba mate y de té con mucho mfs
detalle, son coincidentes en algunos aspectos oon los
de qudfa Paula, como se dijo mfs arriba. Estq autor
enoontré que on-li‘y-rba mete estaban presentes los
tres £oldos clorogénioo, -1socolorogénioce y ﬁoéclorpgé-
nioco, los cuales daban la rqaooidn oon olaruroc rérrioo
¥ 8us manchas daban también la fluorescencia tfplca de
estos dcidos. Detectd una ocuarta mancha fluorescente
que'no corresponifa a ninguno de estos dcidos y supuso
que ssrfa rutine, sunque en su publicacién no aclaré
qué Rf obtuvo en los cromatogramas para esta supuesta

rutina.

En resumen, de acuerdo ¢on los trabajos efectua-
dos haste ahora, se han 1ldentificado ios tres dcidos
clorogéniocos isdmeros en los extractos de yerba mate.
Vale la pena seflalar que'todoa ost;; hallazgos estdén
basaedos en caracterizaciones por cromatograffa en pa-
pel y la Unica sustancia aislada al estado cristelino
por Hauschild (1935) no correapéndo a ninguno de los

docidos clorogén:cos concocidos,

Por otra parte, es conveniente anotar que numoca
hemos encontrado dcido cnroiqo en los extraotos de yer-
ba mate hechos en frfo. Aparentemente este dcido no se

encuentrs lidre en la yerba mate ocamercial. Kl hallazgo
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de doido cafelco en los sxtractos utilizeados para ex-
traer doidos clarogénicos que se haofan con agua lige-
ramante dcida, debe atribufrse a un principio de hi-

drSlisis de alguno de estos dltimos.

'Nosotros tampoco hemos podido enoontrar en las
cramntogrnrfns-on papel de extractos de yerba mate,
tanto en los obtenides en frfo, semo en los obtenidos
por'obullioién oon agua noiduindn.,ia sustancia oris-
talizable aislada por Hhﬁsohild y por Deulofeu, Vias,
Fondovillas y Mendive. El 4isponer de ssta sustanoia
nos ha permitido estudiar con oculdado los sitemms oros
matogréficos en papel mds avropisdos y podemos afir-
mar que aun en pequefias concentraciones hublera sido-
posible detectar sd presencia. Ninguno de los autores
mencionados ha seflaladeo tampoco la presencia de une
sustgnoit que pueda ser identificada oon la sustancia
tdnica de Heuschild (STH). Todos 1les hechos son favo-
~rables a la opinién que la sustanoia ténica de Hau-
schild es realmente un artefacto qﬁe se produce en
condioiones determinadas de preparasidn. Como vere-
mos mds adelante, esta sustancia tiene laa caracterfs-
ticas de una lactona y entre los productos de hidré-
lisis nloal;na'suavo se encuentra el foido neoclorogé-
nico. Parecerfa formarse pues por pérdiida de agua
(lactonizaoidn?) de este Ultimo £cido, pero curiosa-

mentg no ha sido posible establecer las condiciones
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exactas de anhidrizaoién y la forma de preparacidén de
esta sustancia no ha podido ser repetida experimental-

mente,

Como se puede ver en la parte experimental oo-
rrespondiente, nuestros ensayos efectuados aoﬁfe cua-
tro muestras de yerba mate distintas oanirmaa los
trabajos de los autores anteriores en el sentido que,
al igual que ellos, encontramos los tres doidos olo-
rogénico, isoclorogénico y neoclorogénico. Pero de-
seamos sefialar que en nuestras cromatograffas en pa-
"5@1 se ha encontrado la presencia de una sustaneia
que es ocomparable con la "sustancia tubos 19-20%,

Su caraocterizacidn serd desorita mds adelante v es

un producto del tratamiento aloalino suave del dci-
do neoclorogénico. Es 4iffoll decidir si la sus~
tancia con estas caracterf{sticas que hemos encontra-
do repetidamente en los extractos de yerba mate exis-
te ya en la planta o si es un producto de alguna de
las etapas de elaboraoién de la yerba mate comeroial
con las cuales se procede en los lugares de sosecha,
Léglcamente s8lo trabajando en el lugar de e;plotacidn
se podria aprovechar la yerba mate reoién rodoleotada,
pues en las oondiolones en que hemas _trahajado se

han utilizado yerbas zapecadas y canchadas, es deoir,
sometidas al prooceso de destruccidn de enzimas y de

secado. 3in embargo, siempre se ouldé de utillizar
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partidas de cogechss reciuntes, con las hojas enteras

Y antes de ser sometldas al proceso des molienda.
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SEPARACION cnogroamicz\ PRIPARATIVA
- " ]

DE ACIDOS CLOROGERICOS.

En el deseo de confirmar la frosqnola de los tres
écidos clorogénicos (oclerogénico, 1spoiorogﬁn10n5y_neo-
clorogénico) en la yerva mate, so realizd une qrom;to-.
graffa propnrnfiva de 105:miamos aprovechando lae téo-
nioes que fueron desarrolledas por Bulen, Varner y .
Burrell (1952) para separar dcidos orgdricos de tejildes
vegetalos ﬁ aplicadas por Sondheimer (1958) en la ails-

lacién y valoraocién de los dcidos clorozénicos,

El método desarrollado por Bulen, Varmer y Burrell
para estudiar los doldos orgéniceos de impertancia bio-
16gica en vegetales, se basaba en una enamatograrf. en
columna, donde la fase fija era sIlioggel smbeblda en
doido sulfdrioo 0,5 N y la fase mévil oloreformo com
cantidades crecientes de butancl. Los doidos se resco-
noofen por eromatograffa en papel o por métodos ooleri-
nétricos. Para obtensr datos comparstivos los autores
fijaron exsctamente las condiciones de trabajo de una
oolumna oon 8 grames de s8flicagel y la llamaron "oo-
lumpa de sontrol Standard®”, Sondheimer introdujo pe-
quefias modificaciones en la columna standsrd para apli-
carla al caso especffico de los doidos clorogéniococs.
Asf trabajé oon 16 gramos de sflicagel y utilizé las

mezoclas cloroformo-butanol mds apropiadas., Los doidos
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olorogénicos obtenidos se determinaben por titulaoién
y por espectrofotometrfa y Sondheimer aplicé este mé-
todo en frutas y hojas de varies plantas, incluso el

café verds.

Los resultados obténides’por nosotros cg-la.ytré‘
ba mate no Ben-dirorqnf;a en su qipoctO‘gonefal~con
ioa de Sondheimer. Emploan&o como solvente de elucidn
-sucesivamente las mezclas de oloroforme oon 5, 15, 25,
35 y 504 de butanél. fueren slufdos primere el 4£ocido
isooclorogénico y luego el clorogénico y el neoolorogé-
nico., la identidad de estos dcidos fué oamprthda ﬁor
cromatograffa en papel y se realizé un dosaje cuanti-
tativo por espectrofotometrfa a 325 mp y por titulacién
oon hidréxido de sodio 0,02 N, dentro de las indicacio-

nes de leos miamos autores.

Lo mismo que encontrara Sondheimer em su estudio
del café verde, al pasar por la columna el sclvente con
25% de butanol aparecidéf, entre los £oides oloroéinloo
y neoclorogénioce, el producto que agqusl autor llemé
"handa 510", Esta sustanoia presentabs un méxime a
325 mpu y aparentemente estd relacionada ocon el grupo
de los docldos olorogénicos. La sustancia presente an
esta banda se oaraotqriza porque por hidrélisis produ-
oe dcido cafeloo, peroc no se pudo identiflicar deido

quinioo, oomoc se hizo fdoilmente con el cafeico.
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No hemes tenido opertunidad de estudiar en de-
talle el oomportamiento de la banda 510.de la yerba
mate, pero sus Rf en cromatograrfa con los sistemas
No, 1 y No. 2 (ver parte ozpofiﬂontal) y el ne podbr

encontrar doido quInioo en su hidrdlisia, nes hacen

B r‘oordar la sustuhoiu "tubos 19-20" que ac»proluofa

pnrvtratamicnto sloalino suave del doide necolorogé-
nico y que se monoidna m(s aedelante en lnvpnrte expe-

rimental.

El ttal de dciios olorogénicos encontrados, in-
clusive la "banda 510" era de 85,2 mg parsa una muestra
de yerba mate de 3,3 gr. Este valor representaba el
2,6% del peso original.
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CROMATOGRAFIA DE LOS ACIDOS CLOROGENICOS.

a) Papeles.

‘Las oromatograffas ase hicieron preferentemente
snhpapol Whatman No. 1. También se utilizd papel
Schleloher & Schiill 2043a, el cual se distingﬁig del
snterior por su grano mds uniforme y una muy baja
fluorescencia de fondo. Esto le daba la ventaja do
producir frentes de solvente rectos, lo que facill-
taba le comparecidén de les Rf. La fluorescencia ba-
ja permitfa &istinguir mejor pequefias cantidades de
sustancies., También se snoontré uns partida de pa-
pPel Whatmen No. 1 la ocual presentaba poca fluoresocen-
cia de fondo, los Rf eran prdoticamente lcs mismos
ocon las dos olases de pab@l. Cuando se observd una
diferencia entre ambos, la misma se mencionard en el
lugar edecuado.” En el oaso deo no indicarse espeoffi-
. osmente otro, el papel que se utilizé preferentemente

en el ourso del trabajo fué el Whatman No, 1.

~b) Deteocidn de las sustancims oonteniendo goido cafeico.

Los revsladores quinloos ensayados demostraron
ger poco senaibles pera los dcidos slorogénicos, re-
quiriendo trabajar con una cantidad de substaneia su-
perior a la haditual en las cromatograffas. Pulveri-

zando las tiras de papel oon cloruro férrico 0,1% apa-
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reciun manchas vordes, propies de los £cidos fendll-

cos Roberts, Wood - 1951),

También se pudo realizar la reacofén de Hoepfner
sobre papel, pulverizando con nitrito de sodic en £oi-
do acético y lusgo oon solucién de hidrato ds sedie..
(ieurman, Roolj ~ 1958). Aperecfan manehas emarillad

que luego se volvfen rojas.

El-mdtodo nds edeocuado para detectar estos dci-
dos en el papel oonsistié en observar la fluorescen-
ola que producfan bajo la accién de la luz ultravio-
lota. Los £oidos olorog‘nioos»nparectan GOmo Zonas
azules, las cuales bajo la accidn de los vapores de
anonfado tomaban una fluerescencia verde brillante.
Eate fué el m‘todo nds empleado por nosotros en el
curse del trabaje y ocuando mo se haga otra indiocacién,
la deteccién de las sustancias fué heoha por su fluo-

rescencla.

¢) Cantidades empleadas.

.thltualmnnto sqﬁtillziron alrededor de 5 mog de
sustanoia cuande el reocnocimiento se hicIn por medio
de la luz ultravioleta. Con sustanoias puras eran su-
ficientes 2 meg paTa obtener zonas bien visibles, mien-

tras qQue pera mezclas se necesitaban colooar hasta 10mog.

Los métodos de detecoidn quimicos no se aplicaron

ocon frecuencia, perc en estos oasos debfan coloocarse
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-30 & 40 mog Jie éustanoia rara qbtonnr zonas bien visi-
bles. |

4) Sistemas empleados.

Los sistemas de solventes .mpl&dod ©n modifica-
ciones de 1los publicados en lg litor;tura; de aocusrdo
a las indicaciones expuestas uds abajo. En todos los
casos en que fué poslble hacerlo s.'iﬁploaron testigos
de las sustanocias que se investigaban, lo cual elimi-
naba el error debideo a la 1o oonservaeoién de la tempe-
ratura, pues es oconocido que ésta tiene umna influencia
grande en los Rf, En este capitulo loa Rf indicados
como ejemplos se refieren a cromatograffas tipicas y
desarrollades en oondiciones Sptimas en eumnto a la es-
tabilidad de la tamperqtura.

1) Acido Acdtico 0,323 N, Pué empleado en qro-

matograffa ascendente, sin equilibrar (Roberts - 1956).
‘B; preparaba el solvente diluyendo al 2% dcido acético
glaocial. Los Rf de los productos estudiades se indi-
osh ufs abajo., Cuando se intents aumentar la concen-
tracidn del doido, aumentd el valor de los Rf y se di-
ficultd mucho la posibdilidad de distinguir los £oides
clorogénicos entre sf{. También se pueden utilizar se-
luciones de doido clorhfdricc, pero debe ser muy diluf-

de para obtener resultados simlileres.

Bl frente del solvente avanzabe unos 25 om, en



-3~

forma algd irregular, en doa o tres horss. GJe apli-

cé aste sistema pripcipalmente para:

a) Idontlrioar en forma ftp;da alguno de los produc~

_tos en estudie pirgléiugcn%diu'unn lusﬁhnéin but:dn.

‘b)-Idontiricar.gih ;oguridad dcido 11001or038nioo
doido ocafeico, perque ambos tenfan un Rf blen diferen-
ciado de les restantes doidos cloregénicos. Adends

el dcido cafeioco daba fluorescencia azul cuando se
somete el papel a la aceidén de vapores de amonfaco;

lo que no oocurrfa oeon los dcidos clorogénicos.

Tabla IV. Rf observados con el sistema No. 1.

Justancia Rf en Whatmen 1 Rf en 8 & S éog;;

~Acido cafeico .26 .21
-S.T.H. +35 con oola «36 con cola
hc. Clorogdénico .50 « 54

Ac. isoclorogénico .15 ean cola hasta .00 .13 con cala hasts .00

Ao. neescloregénico .67 -

'2) Butanol - Acido spético - Agua. (L:1:5). 3e
enpled la fase supsrior. Inicialmente se empled una
proporeidn diafinta pers los componentes de este'sii}
tema (4:1,25:1,25), de acuerdo a Roberts (1956), pere
se snoontré que los Rf estaban demasiado cerce dsl fren-
-te, por lo cual debid medificarse de mcuerdo a Clark

(1957) guien empleabe la relacidp (4:1:5). Las oroma-
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tograffes se desarrollaron en forma descendente aun-
que ocasionalmente se cnplqd'tambiin la crematograffa
‘ascendente. Se equilibré el tanque den lus dos fases
de solvente durante una hora, antes de agregar la'f‘-
se superior al reciplente para oameénzar el desarrolle.
- .S oomprobé que manteniendo eonstante el tiempo nece-
‘gbuiio para el oquilibfio-ac obtenfan resultados nds

- reprodusibles (Clayton - 1956). Bi frente tarda 16
horas en avanzar unos 25 om. Se utiliaé oomo segunde
sistena de identificaciém cromatogrf{fica. 3Se obturvie-
ron mejores resultados empleando papsl Sohlelcher &

Sohilll 2043a, en vez de WWhatman 1.

hbll V. Rf observados oon el sistems No. 2,

Sustancia Rf oon Whatman 1 Rf gon U &8 20h3m
Acido cafeloo 79 --
8.T.H, .79 .78
Ac., clorogénioco 63 .65
Ad; isoclorogénico .74 73
Ac. neoclorogénioo .45 -
3) Acetato de butilp - Acido ecético - szug (4:1:5)

Se empled la fase superior para desarrollar el cromato-
grama. Este sistema s una modificacién del atilizade

por Dawgon y Wada (1957). La oromatograrfa se dsssrro-
llaba en forms desoendente, previa saturmcidén del papel

Yy la odmara cromatogrdfica con las dos capas de solven-
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te dﬁf;ﬁto unas 20 horas. ¥F1 frente del solvents re-
corrfa uncs 25 om en 3 heras, pero doﬁido a los it
bajas de algunos dcides, era ocnvenisnte dejar gotear
"ol‘lfqnido dg:ahﬁp's horas. R‘Q@iﬁﬁ'iﬁbortgnte en as-
-;gwsin;aﬁi,que;li ﬁhmberif&rc se,nqntu;iouc sstable
_“aurante. todo el tisupo de saturacién previa y de desa-

rrollo;

El soetate de butile dedfa ser de busna pureza
y se lo redestilé per oeluﬁnn. resoglsnde la fraccidn
de punto de ebullioidn ds 125%- 126°. la separacién
de las fases dehié haserse culdadosamente y en pnrti-
oular -vitnf que la fase inr.rior no retenga fase su-
perior pues ds otra manera resultadba muy large el pre-
ceso de equilibrsmiente. Hamos encontrado gue es con-
vonioﬁto afiadir un poco de agua a la fase inferior pa-
ra asegurar la solubilidad total del acetato de bﬁfl—

10.

‘Tabla VI, Rf ebservados cop el slq&g!s;ﬂo.:zg

Sustanole Rf en Whatman 1
Acildo ocafeioo .68

5. T. H." 48 slargaca
Ac. olorogénico 12

Ac. lasocloregénieo 43 alargadas

i.c, neoclorogénisco N TA



b6~

4) Fenol sgturado de egua. Jse empled en cromato-
gratfa descendente usando papsl Sohleicher % Schiill 2043a
previa saturacién de la etmésfera oon les dos fases de
solventes durante dos horas. FEn los pocos ensayos Que
se realizaror, no se enoontrd vontajai-obr;~ol aistcnt
anterior, oon el cual era mds roil tratajer porqu§ se
evitaba el peligro que comparta el iuso de ronoi. Los

Rf observados fusron los sigulentes:

Tabla VII, BRf obserwvados con el g;stgma Ko. b,

Bugtapois HE observados
Acido cafeloo .55 alargada
53,1.H,. .80
ic. clorogénico 49
‘Ae. isoclorogénico - .56

Ac. nobclorogénioo «33
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DETEAMINACION DEL LEGUIVALLNTE

JBL_ACIDO LACTOGENICO

5e utilizd un potenocidmetro Beokman modelo M eon
mioroelectrodos de vidrio/calomel. Durante la expe-
riencia el 1fquido se agitd oon una corriente de ni-
trégeno de manera que simultdneamente se obtuviera una

atméafera #norto, de aouerdo a la téonice de Albert (1958).

El método se ensayd primero con soluciones hidro-
alcohélicas de £oidos conocidos, obteniéndoae sn estos

casos curvas oon puntos de inflexién bien claros,
T ' Ja 8.T.H

17,5 ng de la S.T.H. se 4isolvieron en 5 nl de
aloohol-agua (40:60) nesutro em up vaso de 10 ml y se
le sumergieroﬁ los eleotrodos del potesncidmetro, Se
produjo una ;ﬁﬁdnrora inerte agitando con una oorriusn-
te de nitrdgeno lavada son soluoién de hidrato de po-
tasio y riltrada por algodén. Con un; microbureta de
2 ml de cepacidad graduade al centésimo se afiadid hi-
drato de sodic 0,1 normal. El afiadido de 0,05 ml 416
un pH 7,45 10 que indicabu que le sustancie no pose;n
grupos_carboxilo fitulqblol.

T . de d isi

Li,4 mg de lactona se disolvieron en 4 ml de eta-
nol-agua (40:60). Seo afiadieron 2,20 ml de hidrato de
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sodio 0,1 normal y se dej6 una hora en bafio de agua

a 60° con atmésfera inerte de nitrégeno came en la
dxporionoin anterior. 3e tituld luego esta solucién.
oon doido olorhf{driec 0,1 normal, obisniéndose esta
vez un punte de inflexidén a pM 7 después de hadber agre-
- gado 0,92 ml de 4oldo. Vale deoir que la ocantidad de
&lcali consumido era de 1,28 ml de hidrato de sodio
0,1 normal. Con estos datos el equivalente de neutra-
1izaoldn enoontrado fué de 37 (caloulado para la lao-
tona de un doido olorogénico: 336).
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CID ROGEZNICOS Y SUSTANCIAS
RELACIONADAS PRESENTES EN LA YERBA MATE.

8e efeotuaron cuatro sxtracciones empleando oada

vez 500 g de yerba mate de los siguientes orfgenes:

1) Cosechador desoonocido; Oberd, Misiones.

2) Guillermo Petri; Leandro N. Alem, Misiones.
3) Barbaoud SRL; Gob. Lépez, Misiones.

L) Ceasimiro Zielinski; Eldoredo, Misionesa,

do re les muestras 1l 2,

La yerba se cubrié eon 1,7 litros de agua oconte=-
niendo 30 ml de £cido clorhfdrico conodntrado, lo que
daba aproximademente una eoncentracidén de zi‘ge doido
y so llevé a ebulliocidn, para lo cual tardaba aproxi-
madamentes una hore. Se filtré por gasa y le opéracidén
se repitid tres veces en total. Los extractos turbios
reunidos, de color verdoso, ss trataron ;on soluocidn
al 20% de acetato de piomo hasta que no dieron mda
prooipitado_(habltualmehte son necesarios unos 1500 ml).
El precipitado se separd por oontrifuéaoién en una oen-
trifuga de canasto, usando superoel oomo ayuda filtran-
te. El sdlido obtenido se suspendid en 3 litros- de
agua y se hizo burbujear dcido sulfhfdrico hasta eli-
minacidén total del plomo. Se filtrd y se obtuvo un
filtrado lfmpido, amarillemto, que se concentré a unos

250 ml. El concentrado se extrajo en un extractor con-
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tinuo con éter etIlico (65 horas) y con acetato

de etilo (120 horas).

Método para 1l muestras .

En este caso, antes de afladir el aoefato de
Plomo se afiadid hidrato de sodio (unos 150 ﬁl de
8oluoidén al 20%) a los extractos, llevdndolos has-
ta pi 5. Be emplearon solamente 500 ml. de solucién
-de acetato de plomo al 20% debido al medio menos
doido. |

La oromatograffs de las diversas fraocciones ob-
tenidas en las extrasciones anteriores dieron re-
sultados idénticos en todos los casos. Se dan los
obtenidos oon la muestra 1, que son tipicos. Se

empled el sistema de solventes nimero 3.
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Tablg VIIl, Cromotogreffs en el sistema No.3 de les
frgoolonea de yerba mate.

Muegtra Rf de ;gg aanchasg observadas

‘Extracto original .Okp .08p .12 | 48 .68p

Sal de Pb redisuelte y '
elim. - el PH « Ok .08 vl2 48al .68

Extraoto eotéreo hinl .68

Fase aocugsa del extrac-
‘to etdéreo + 04 .08 12

Extrascto de noetdto de <04 .08

etilo 12 .36p .4881C .68

Testigos

Acido cafelco «68
Sustencia tdnica (S.T.H.) L@l
Acido elorogénico 12

Ac. isoclorogénico «48al

Ac. neoelorogénioo 04

Sustancia T 19-20 aisleade .08

pP: pequefia; ‘al: alargeda; .dir: difusa; g: grande

De los resultados cnteriores se dedujo lo sigulen~
te: La2 manchas de Rf .Ob eran evidentemente del doi-
do neoslorogénico, aomo lo nhoatra o1'tost1go Y las
oromatograrfas posturiores en otros sistemas. La man~
cha de Rf .08, como verenos mds adelsnte, ora indlcati-
ve de la presencia de una sustencia ouya estructura

quimica no estd oclaramente gqstadlecida, perc que con-
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tiene doido oafeioco y que se forma por hidréiisis
suave de la sustancia t{nioca (5.T.B.) que se es-
tudia en este trabajJo. Correspande a la "sustan~-

oia T 19-20" que se desoribird mds edelante.

Las manchas de Rf .12 perteneofan al doldo
olorogénico y la de Rf .68 al doido ocefeica. lLa
pequefila mancha de Rf .36 que se enocontrd solsmen-
te en el extraocto de agetato de etilo y no ‘en los
extractos originales, podrfa ser un artefacto for-
mado durante el prooeso de extraccidnm. ﬁn sustan-"
cia de Rf .48 era bien elaro que en oséa'aiatoma
podfa corresponder tanto a la sustanola tdniea
camo al £eido isoclorogénico y, por lo tanto, pa-
ra decldir sobre su significado era necesario em-
Plear otros sistemas donde esas sustancias se se-

paren mejor.,

Empleando el sistema No.l fué posidble acla-
rar este punto y los resultados que se odbtuvie-

ron fueron 108 que se indiocan m continuaocién:
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Tabla IX. Cromatograffa en el sistems No.l de las

fracciones de verba mate.

Muestre (Whatman 1) hr de las muanchas observndas
Extracto original .13 oola .23 azul .43 hasta.51
Sal de Pb redisuelta .13 cola .23 azul L3 basta.51
Extracto etéreo .15 cola .25 azul 482l difuso
Fuse Jouoge deb - 43 basta.53
g’:“ﬁﬁg de acetato .10 4if .25 azul .42 hasta.52
Tegtigos

Acido eafeico .26 azul

Sustencia tdnieca (8.T.H.) .35 al cola

Acldo clorogénioco e50

Ac. isoolorogéniso . " .13 cola

Ac .neoclorogénico (expe-
riencia de otro dia) 56

Sustancia tubos 19-20
(experiencia de otro dfa)

old

"En estas experisnclas, la manoha .23 correspondfa
al doido carfeico, pero ocomo no se ha encontrado este
deido en extractos de yerba mate preparsdos en frfo,
se deducfa que éste dehfa hadberse formado durante el
proceso de extraocién en caliente oon dcido clorhfdri-
co dilufdo.’ En cuanto a las manchas de Rf .42 hasta
.51, que formaban una zona fluoresosnte alargada oon-
Junta, era evidente que estaba formada por la mezocla

de dcidos clorogénicos, oon exoepcidn del doldo iso-
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oclorogénico ouyo bajo Rf permitfa su diferemciacidn
de los anteriores con facilidad. La sustanocla t4ni-
ca, cuyo Rf era .35 con cola hasta el orfgen, no fué

caracterizada sn ninguno de los extractos.

En resumen, puede deoirse que los extractos de
yerba mate contenfan las sigulentes sustancias del
grupo de los £cidos olorogénicos: &£cido olorogénico,
doido isoclorogénico, doido neoclorogénico, dcido ca-
feloo y la sustancla "tubos 19-20" que e8 un producto
que se obtiene por tratemiento del doido neoclorogé-
nico o de la S.T.H. Aunque no podfa dudarse de su
presencia en los extractos goldos de la yerba mate,
era muy dirfoil de afirmar si ya existfa en ella o
era un artefacto formsdo durante el proceso de ex-

traoccién.

Estos resultados fueron similares a los obteni-
dos por Roberts (1956) quien encontré en los extrao-
tos de hojas ds ysrba mate los dcides clorogénico,
isoclorogénioo, neocolorogénico y una cuarta mancha -
que oonsiderd ser el gluodsido flavonoids, rutina,

aunque no empled testigos nil mendiond qué Rf obdbtuvo,

Nosotros hemos obtenido siempre ouatro manehas
y la ouarta, oon Rf .45 y .08 en los sistemas No.li
¥ 3 respectivamentes, ha ocorrespondido en todas las

oportunidades a la "sustancia T 19-20".
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3,3 gr de hojas de ye;ba mate elegidas ds una
muestra de 6,5 gr de yerba mate somercial (de la Coo-
perativa Agrfoola Eldorsdo; cosecha 1959), se extra-
jeron tres veses oom 50 ml de isopropancl al 70% a
temperatura ambiente y oon agitaoién mooknioa. Cade
extracoién durd dos hores: se reunieron loas extraoctos
filtrados y se ooncentraron al vaofo hasta casi se-
quedad. Se terminé de sescar el extraoto 0oloocéndolo
en un desecador oon (ciao‘iulrﬂrioo ¢ hidrdéxido de

potasio.

¢

El extracto seco se 3isolvié en 3,3 ml Qe agua y
se acldiricé oon 4dcido sulfdrieco 0,2 N, formdféndose un
preoipitado pardo-verdoso. Este extraoto daba on aro-
matograffa en papel oon sl sistema No.l euatro manchas
oon los wigulentes Rf: ,15 ocla y una mancha grande
" entre Rf .50 y .60 que correspondfa a la zoﬁarcn qQue
se encuentran 1os doidos isooclorogénioo, necolorogéni-
so y clorogénico. La sopnrgoidn en la columna permi-

ti6 confirmar su presencia.

1l ml de osta suspensidn anterior se colccd en la
parte superior de una columma de 16 gr de sflicagel,
preparada de acuerdo a la téonica de Sulen, Varner y

Burrell (1952) oon las modifiocaciones introducidas por
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Sondheimer (1958). aunque no se emplearon &xactaments
les mismas condioiones de elucién. Ila muestra se mez-
016 previamente obn 2 gr de sflicagel en un vaso de
preeipitados y.lo arrastrd oon oloroformo para pa-af-
la a la oolumna. Los solventes utilizedos eran mez-
olas de cloroformo ocon eantidades orecientes de buta-

nol. En esta columna se utilizaron sucesivamente:

Tabla X. Solvent t os _en eluoidn de la
] : .
Fradojiones de 10 ml Solvente de slucidn
1 -18 ‘sutanol - oloreformo 5:95
19 - 42 Butanol - cloroformo 15:85
L) - 60 Butenol - oloroformo 25:75
6l - 77 Sutenol - oloroformo 35:65
78 - 85 Butanol - eloroformo 50:50

Cada fraceidn fué investigadea por oromatografia
en papel, segdn indican los resultados de la tabla XI.
Las fracoiones que daban manchas flucrescentes fueron
tradbajedas y se interrumpfa ol pasaje de un solvents,
parae pasar al siguiente, ouando la disminuoién de la
fluoresoencie indiceba duo ya habfan pasado los oom-

ponentes mds solubles sn éicho solvents.

Se reoogiereon fracciocnes de 10 ml. - Se emplearon

5 ml de las mismas para sfeotuar una titulacién y el
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reasto fué utilizado pars 1aqﬁod1das_ospooirofotoné-
tricas y para la identificacidén de las sustanoias
presentes por cromatograrfs sn papel.

Para lass titulaciones se mezsleron los 5 ml de
soluocida ocon igual volumen de agua en un orlemmeyer
de 50 ml, se agiid unos segundos para transferir el
doido a la fase scuosa, 3¢ agregs sl indicador azul
de bromotimol y se tituld con hidréxido de sodio O;Oé

normal,

BEn les oromatograrias en papel se utilizaron
los métodos que ya se habfan indicado anteriormen-
te. Se utilizé el sistema de solventes No.l y se
colocaron testigos de dcldo olorogénico y.neoclo-
rogénioco para identificar las zonas rluor;aoant-l.
FPara los (oido-'onrnino ¢ isoelorogénioo no fuerom
necesarios testigos porque dstos eran fdcilmente iden-
-tificables en el oromatogrema por su fluarescencia

verde i por su Rf,
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Tgble XI. Identificacidn de los £oildos clorogénicos
aislados por oromatograffs en ogQlumna.

Solvente de elucidén ldentificasidén por ereo-
Eracoldn O oTer0:  Astostafls sn Papelo

7 a 20 5:95 8in fluorescencia

21 15:85 dcido tsoslorogénico
22 a 27 15:85 1dem

28 15:85 idem
29 a 30 15:85 deido olorogénico
31 a 38 15:85 1dem
39 a 42 15:85 1dem

. b3 & 49 25:75 banda 5107

50 25:78 iden |
51 a 56 25:75 sin fluorescencia
57 a 60 25:75 doido neocalorogénico
61 a 69 35:65 idem
70 a 72 35:6% 1den
73 a 78 35:63 sin fluorescencia
78 g 85 50:50 sin fluorescencia

Las mediciones espectrofctométricas se hicleron
en un espeotrofotdémetro Onicam, usando como blaneo
la misma mezola de solventes que oompon£a o1 1fquido
de elucidn, el cual vnri;ba oon las fracoliones, somo.
se indica en la tabla., Las lesturas se hioleron a
310, 315, 320, 325, 330, 335 y 340 mp ¥ s6lo se con-

slderaron oomo 40idos derivadcs del cafeico las fracoio-
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nes con mdximos en 325 6 330 mp., Cuando la absor-
ci6n a 325 6 330 era demasiado alta, se hacfan di-
luoiones de -la muestra con la mezcla oloroformo-bu-
tanol adeocuada. La transformacidn de lecturas de ab-
soroién a pesos se hicieron utilizando los detos de

ni% dedos por Sondheimer (1958).
omn

Los resultados de las titulaciones, ocomparados
oon los datos de absorcién fueron lqs indioados en

la: tabla XII.

Rabla XII, Dosaje de los £oidos clorogénicos de 1

yerba mate.

Acldo Por titulagién Por espectrofotometria
Isoclorogénico 35,8 mg | 42,4 mg
Clorogénico 7,2 mg 6,6 mg
Neoclorogénioco 15,8 mg 23,2 mg

' BEn el dcildo neoglorogénico la diferencia entre
los dos métodos era muy elevada, mientr&a gque no osu-
rre lo mismo oon los otros dos doidos; foro de todas
maneras no hay duda que los rosuitados obtenidos in-
dicaban aproximadamente la conoentracién de los doi-
dos clorogénicos en la yerba mate. El andlisis de la
fraccién de los tubos 43 - 50 416 loa'siguientai resul-

" tados: S1 se le asigna el peso molecular 354 darfa

por titulacidén 6 mg y por sspectrofotometrfa a 325 mp
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sl Rl$ a 440 serfan 14 mg. Dicha sustanoia 416 los
Rf indicados en la Tabla XIII por oromatograffa en
papel, donde se ve que os perfectamente diferencia-
ble de los £cidos clorogémnico y nooolorpg‘nioo. La
sustanoia se camporta por cromatograffa de la mimma
manera que la sustanocia Tubos 19-20 que se desaribdbe
nds adelante y que se obtiene cuandc se haoe actuar
.nidréxido 4e sodio sodbre el dcido necoclorogénioo o
sobre la "Sustancia Tdnica de Hauschild" (8.T.H.).

, jstoma 3
Sistems ) (%%§5f257§ 3) Sistema

Ac. olorogénico .58 .65 .11

Ao .neocolorogénioo .65 <57 .03
Banda 510 52 .54 .06

Sustanoia T 19-20
(Otro orcmatograma) 47 «50 .07
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DISTRIBUCION EN CONTRACORRIENTE.

Las distribuciones se realizaron empleando un
aparato Craig de 50 tubos, de 10 ml de capacidad para
cada fase., Se utilizdé como fase inferior buffer de
fosfato de sodio 2 molar a pH 3, el cual se prepara-

ba de la siguiente manera:

132 nl de deido rosférico 85% se dilufan hasta
unos 500 ml con agus y se agregaba solucidn de nidra-
to de godic al 50% hasta aproximarse al pH deseado;
luego ae dejaba enfriar la solucién a temperatura am-
‘biente, se ajustaba el pH hasta 3.0 exactamente y se
llevaba a 1000 ml. Se comprobd que era importante
que el pH de la fase acuosa fuese siempre el oorrec-
to para obtener resultados reproduoibles. Como fase:
supéridr ae ut111z6 acetato de etilo. Fl aeotnto de
etilo se purifiocaba previamente sometiendo a la des-
tilsoién recogiéndose la fracoién que pasaba entre

76,5 ¥ 771°.

Las medidas de concentracidn de las sustancias
en la fase supofior ¢ inferior después de realizada
la distriducién se efectuaban midiendo la absoreidén
& 325 my en un espeotrofotémetro Heckmsn DU, Habi-
tualmente mo e oalould el valor de ¢ en cada leotu-
ra sino que se expresaron los resultados en A s ab-
sorbancias que scn los valores que se lefan direota-

mente en la escala del espectrofotémetro.
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las ourvas tedéricas de distribucidén se caloula-
ban segin el método que se enogontrn descrito por

Craig y Craig (1950).

Las dirofoptei fraoolones fueron estudliadas por
eromatograrfa én papel, con los sistemas mfs adecua-
dos para cada ¢aso. S8Se utilizaron preferentemente
los tubos ocorrespondientes a cada ploo, y las fases
de acetato de etlilo de los mismos por no contener
estas Yltimas sales que pudiesen interferir en los
resultados de la oromatograffa en papel. Si-era ne-
sesario, la fase de acetato de etilo empleadsa se con-
centraba para tener una oonoentracidn suficiente de
8611do que facilitara la realizecién de la cromato-
graffisa. la experiencia demostré que ocuandoc la absor-
0idn medida en el aparato era menor ds A = 0,080 a
A = 0,100, en la escala que se extendifa de cero a
infinito, aun la conoentracién emtre 10 - 20 veces
su volumen original no pernitfa revelsr la presencia
de sustanoia alguna pér 1los métodos oromatogréficos

empleados.
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DISTRIZBUCION DEL ACIDQ CiORCAENICO

Se utilizd un £oldo olofpgénioo preparado segdn
Moores, Dermott y Wood (1948), que tenfa las siguien-
tes constantes: Punto de fuaidn 208° y poder rotato-
rio en aloochol agua (1l:1l) -39°; siendo las oifras de
la literatura: Punto de fusidn 207-208°, poder rota-
t°ri°‘Li)D = -38,0. Se emplearon 2 mg de oido en
oada experiencia de distribucién. 3e efectuaron 50
transferencias y se procedié entonces a determinar
las concentraciones en las dos fases de cada tubo
eon ol procedimiento que se ha indicado anteriormen-~

te.

Utilizando los datosg odbtenidos con la fase su-
perior, se obtuvieron los datos indicados por la our-
va (Gréfico I), Presentaron un mfximo en los tubos
21 a 22. El1 ¢fdlsulo tedriocc demostrd que se trataba

de una sustancla pura.

La repeticién de este ensayo, que se efectué
varias veces por sc} la sustanecia quo se disponfa
en mayor cantidad y para controlar la constancia de
los resultados, 4ié siempre una distribucidén 1dénti-

ca a la rRencionada.
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D1STRIBUCION DBL ACIDU NKOCLOROGIENICO.

Se empled un doido neoclorovgénico remitido por
ol Ur. J. W, Corse quien ha desorito un método (Oorse -
1953) de preparacidn del dcido neoclorogénico a par-
tir de puré de duraznos, emplemndo el métcdo de dis-
tribucién en contracorriente. Este £oido, segin in-
formacidn del Or. Corse fué obtenido a partir de ol-

ruelas.

En nuestro oaso su ensayo de distribucidén efeo~
tuado en forma exactamentq igual a la indicada ante-
riormente, utilizande 2 mg, did la curva que se indi-
ca (Gréfico II) ouyo mdximo se encuentra entre los
tubos 9 y 10 y que coinoide oon la ourva tedériocs, in-
dlcando la buena pureza de la sus tancia. La diferen-
cia entre los mdximos del deido clorogémnico i neoclo-
rogénioco permite su rdcil diferenciacidn por distri-

bucidén en oontrecorrients.

Por oromatograffa en papel se veriricéd que el
producto no habfa surrido transformeaidn porque d4ié

el mismo Rf que el doido neoclorogénico original.

Accidn del calor sobre el doido meocolorogénico.

Cono aparentemente la materia tdnloca es un anhi-
drido del dcido neocleroxgénico, se aplicd la téonica

ya usada por Barnes, Feldman, White (1950) para anhi-



adrizer isocolorogéniso.

Se calentd durante 16 horas al vacio, a 1349,
5 mg de £eldo neoolb:og‘nloo en presencia de peatd-
xido de fdésforo.

Una muestra de este producto calentado 4ié la

' dintribueid; on eontracorriente indieeda en ls our-
va (Ordfico III). La misma reveld que no se p» du-
ofa cambio algunc con respesto al £oido neocclorogé-
nico.original puesto que se obtuvo un solo pico eoin-
cidente eon los mismos tubos que la ourva del pIo duo-
to original. La curva tedériea coinocidfa oon la en-.
coptrada, 1o cual confirmabea que la sustencia no se

habfa alterado o modificado por calentamiento.
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DISTRIBUCIOE DEL _AGIDO iSOCLORO(}ENIOO.

Este dcido fué obtenido de las aguas madres de
la preparacién del dcido clorogénico a partir de ca-
ré, segin el método de Barnes, Feldman, White (1950).
Era una sustancia smorfa. BSus Rf en distintos solven-
tes coincldfan con las cromatograffss em papel desori-

‘tas en la literatura.

Este dcldo, distribufdo‘en contracorriente con
ol mismo sistema que se ha indicado anteriormente,
reveld un desplgzamiento bastante cercano al £cldo
cafeico y a la S.T.H. (Grffico IV). El méximo se
‘encontrd en el tubo 47, Ensayos efectumdos por oro-
matograf{a en papel (sistema 1) indicaron gque era
posible una rdcil identificacidén de las tres sus-
tanclas ouyos mdximos se encuentran en la curva de
distribucidén entr? los tubos 40 ¥y 50. Asf los resul-
tados de las cromatograffas de los tuboa'do mdxima

concentracidn fueron respectivamente:

Sustancila Rf en el sistema No.l
Contracorriente dcido cafeloco ' 17
Contracorr@énte de 3.T.H. .31
Contracorriente de do.isoolorogénico «14 o00la

Con esta experiencia también se oconfirmé que

las sustanclas sometidas a la pertiocién en contra-
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DISTRISUCLUN DB lia MATAKIA TANICA.

Se empled una muestra de materia ténica prepa-
rada por Deulofeu, Dfaz, Fondovilla y Mendive (1943)
a partir de yerba mate y ocuyas constantes coincidfan
oon las de Hauschild (1935). 8e sometieron 2 mg a
la distribucién en contracorriente con el sistema ya
indicado, obteniéndose un méximo de absorcidn en 21
tubo 43. La curva de distribucién coincidfa con 1la
teérica indiocando un produsto purc (Gréfieco V).
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DISTRIBUCION DEL ACIDO CAFEICO.

Como el £o0ldo ocafeioo podfa ser umn producto de
hidrélisis de la sustancia t€nica, o de los dcidos
clorogénicos ensayados, se establecié su ocomporta-~
miento en la distribucidn en ocontracorriente para

poderlo distingulr.

Se ample$ €cido ocafeico preparado a partir de
yerba mate,de aouerdo a la téonioa descrita enm Dcu-
lofeu, Dfax, Fondovilla, Mendive (1943). LEste pro-
duoto fundfas a 213° y se utilizeron 2 mg para el en-
sayo de distribuoidén en el sistema indicado, Se ob-
tuvo un méximo en el tubo 43 ¥y la ourva de distribu-
oién coinocidfa oon la tedrica, indicando un producto

puro (Gréfico VI).
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1. Se habdfa oﬁaerv;do que la S.T.H. tratada
oon dlcalis débiles en medio hidroalcohélico sufria -
une trensformeaién, lo cual podfa observarse olara-
m?nto al efectuar una orgmatograria en papel como

. 8@ indica en la sigulente experienola:

En oustro tubos de ensayo se distribuyeron res-

pectivamente:

Tubo 1 1 mg de S,T.H. ¢ 0,1 ml aleohol-agua.

Tubo 2 1 mg de S.T.H. 0,1 ml alcohol-agua 0,05 ml
NaOH 0,1 K.

Tubo 3. 1 mg do.clorogénico 0,1 ml ealechol-agua.

Tubo 4 1 mg éo.olorogénicc 0,1 ml aloohol-aaue
' 0,05 ml ¥aOK 0,1 N.

o6 oolocan los cuatro tubos en bafio marfa a
55° durente una hora haciendo oircular nitrégenmo
per cads una de las soluciones para temer una atmdés-
fera inerte. Luego se enfriaron los tubos, se ex-
trajo la correspondiente muestra de cada unoc y se
estudid por oromatograffa. Los resultedos son los

indiocados a continuscién:
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la S,.T.H.

Table XIV. Acoién de dlcalis sodre
0! Et 0‘1;_3 ffl.l .

-Tubo No, Rf en sistema

‘. 1 3.T.H. sin £localil «65+ cola
2 S.T.H. oon €£1lcali débil «03.,07,
3 Ao.clorogénico sin dlcall «13.
iy Ac.olorogénico con £lcali dAébil b,

Se podf{a ccmprobar que la S.T.H. se hadbfe trans-

Tormado en otro producto por accidn del £lcali diluf-

do (tubo 2), mientras que el testigoc sin £lcall (tu-

bo 1) daba los mismos Rf que la sustdncie pura origi-

nal. la experiencia similar que se hizo con el foi-

do clorogénico indiocadba que el mismo no sufrfa nin-

guna trausformacidn (tubos 3 y 4).

Se pensd que podfa tmnerse una idea de la trans-

formacién producida estudiando los productos con una

distribueién en sontracorriente.

2. lrartiecién en contragorriente de la S.T.H. trata-

da _con floalis diluidon.

2,010 mg de la sustanocie tdnica de la yerba ma-

te se disolvieron en 0,2 ml de alcohol-agua (1:1), se

afiedié 0,)1 ml de hidrato de sodio 0,1 N y se celentd

en bafio de agua a 559 durante 1 hora. Terminado el

oslentamiento, la solucién obtenida se afiadid a 10 mi
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del buffer de fosfatos a pH 3 que formé la fase in-
ferior del sistema de distribucién en oontracorrien-
te empleado y se procedid a efectuar una distriducién
en las niﬁmns oondioiones que se utiliz;ron para las

sustancias puras.

Al snalizarse las absoroiones de los diferentes
tubos, se encontraron tres pioos (Gr‘ficd VII). Uno
de ellos dié un mdximo en el tubo No.9 y por oraomato-
grafia on papel se identificé como doido neoclorogéni-

oo (Rt ,55 y .62 en los sistemas Nos. 1 y 2).

La sustancia que daba un méximo en el tubo 19,
estudiada por o;qmatograffa en papel resultd ser idén-
tica a la sustancia que se encontré al someter el £oi-
da neoolorégénico a la accién de los £lcalis diluidoi
(Rf .08 en el sistema No.3).

La sustancia ocon un mfximo en el tubo No.4l re-
veld ser una mezcla: por cromatograffa en papel se
identifiod dcido cafeico y sustancila tdnice. La com-
paracidén de la curva de distribucidn con la curva te-
6rioa dgmoatrditambidn_que se estaba en presencila de
una impureza que se desplazaba mfs lentamente -que la

sustanocia ténioa, en este casoc doido cafeico.

Repitiendo la experiencia anterior en idéntioas
condiciones, pero prolohgando ol calentamiento por

1,5 horas, se obtuvo una distribucién esencialmente
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igual a la anterior. La \nica diferencia que pudo
anotarse s que ¢l pioo de £0ido necelorogénico ha-
bia sufrido uns disminueidn de sproximsdamente 25%,
por haberse producido uns mayor hidrdélisis, aum‘n-

tando el de £6ido cafeico {Grdfico VIII).
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ACCION DE 108 ALCALIS DILUIDOS

-80BRE EL ACIDO NROCLOROGENICO.

1. 1,5 mg de Scido neoclorogénico se disol-
vieron en 0,15 ml de alcohol-agua (1:1), se afia-
dié 0,075 ml de hidrato de sodic 0,1 N y se calentd
en bafic de agua a 55° durante 1 hora. Terminado
el calentamiento, la solucién obtenida se afadié
a 10 ml del buffer de fosfatos a PH 3 que forma la
fase inferior del sistema de distribucién en con-
tracorriente empleado y ae prooedié a efeotuar una
distribuoidén en las mismas condioiones que se uti-

lizaron para las sustancias puras.

Al analizarse las absoreciones de los diferen-
tes tubos se enoontraron dos plcos (CGréfico IX),
Uno de ellos dié un mdximo en el tubo No.ll y, por
cromatografia en papel, demostré ser idémtico al

dcido neoclorogénico, como se indisce en la tabla XV.

La sustancla 8 19-20, que daba un méximo en el
tudbo No.20, estudiade por oroﬁatografia en papel en
los nmismos sistemas, tenfa valores Rf que la distin-
gulian netamente del doido neoclorogémioco originalmen-
te tratado y de los otros conocidos. No pudo cbser-
varse ningdn pico que pudiera atribulirse al dcido

cafeico.
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Tabls XV. Cromatografia de loes picos de los tubos
No.ll y No.20.

Sustancia ) st 0.l Rf en sistema No.2
Tubo No.1l .56 b5
Ao.neoclorogénioco 56 45
Tubo No.20 b5 ' .50
Ac.clorogénico .Sd 53

La solucién de este nuevo producto dabe un md-
ximo de gdsorcidén en 325 mu, que coincidfa con el-
mdximo de los doildos olorogénicos y cafelco (ver

curva pdg. ).

2. 2 mg de dcido neoclorogénico ss disolvie-
ron en 0,2 ml de aloohoi-agua (1:1), se anadié 0,1
ml de hidreto de sodio 0,1 N y se calentdé en baflo

de agua a 559 dureante 3 horas.

La distriducidén en contracorriente del produsto
calentado efeoctusda on la misma forma que se ha indi-
cado en la experiencia anterior (1) dié miximos en los
tubos Nos.ll, 20 y 44 (Grdfico X). 1la oramatografia
en papel indicéd nuevamente gue la sustancis con mf-
ximo en el tubo No.ll era dcido n=oclorogénico (Rf .65
y 41 en los sitemas Nos.l y 2) y que la sustancia
presente en el méximo del tubo No.20 tenfa Rf corres-

pondientes con los de la experienois anterior (.50 y



46 en los sistemas Nos, 1 y 2}).

En cusnto & la sustancia con un miximo en el
tubc No.4k, reveld ser dcido cafeico (Rf .18 en el

sistema No.l).

3. Se coloocaron en tubos geparados 1,5 mg de
dcidoe neoqlorogénieo y 1,5 mg de 3.T.H. y'amboﬁ se
soxetieron al proceso de hidrélisis alcalins suave
durante 1 nora exactamente igual como se indicS mds
arriba. Luego se transfirié el ocontenido de los dos
tubos a la misﬁn fase de bufier de fosfatos a pH 3
del tubo No,0 de la partioién s contracorriente., Se
realizé la distribucién en las mismas condiciones que
las sustancias puras. Al annliz?rse las abaoroicnes
{Grérico XI), se enocontrd que se obtenfan dos picos
principsles en la primera zZona 4el sistema de tubos;
uno en el tubo No.lO que ocorresponifa a dcido neocclo-
rogénico y otro pico en el tubo Ro,21 que correspond{a
a la sustancia Qesgonooida llampda T 19-20 que produ-
cen por trstamlento ocon dlcalils dilnﬁdéqagl doido neo-
olor¢;€nioo y ls 3.T.E. Ademés se encontrs un pieco
en el tubo No,45, que por cromatograffe en papel de-
mostrd ser S.T.E. sin hidrolizar (Rf .35 en el siste-
ma No.l). 8in embargo, la forma ensanchada de la our-
va indica la presencia de otra sustancie con mdximo en

las ceroanfas del tubo No.42. Esta sustanoia. que no
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ACCION OE LOS ALCALI3 DILJIJIOB
SOBRE Xl ACIDO CLOROGRENICO.

1,5 mg de d&cido clerogénico se disolvieron en
. 0,15 ml de aloochol-agua (1:1), se afiadié 0,075 ml
de hidrato de sodio 0,1 R y se calentd en bafic de

agua a 55° durente 1 hora.

Terminado el ocalentamiento, la solucién obtent-
da se afiadié e 10 ml del buffer de fosfatos a pHI
que formabs las fases inferiores del sistema de dis-
tribuoiédn en contracorriente empleado, y se prooedid
¢ ofectuar una distribuocién en las mismas condiciones

que se utilizaron pars las sustancias puras.

Las absoroiones de 1los direrentes tubos dieron
nuevamente un mdximo en el tubo No.22 y la ocurva de
distribucidén cocincidfa con la tedriocs, irndicando una

sustancia pura (Gréfieco XII).

Un pequefio ploo observado en &l tubo Xo.43 mo
pudo estudiarse por cromatograf{a en papel debido a
la gran dilucidén del s81ido, pero por su ublecascién
y nféximo de absoroidn (325 mu) debfe ser dcido cafei-

CO.
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2 mg de doldo 1isocclorogénico gse disolviaron en
0,2 ml de aleohol-agua (1l:1), se afladié 0,1 ul de
hidrato 4e sodie 0,1 N y se calentd en bafio de agua

a 55°© durante 1 hora.

Terminado el calentamiento, la solucidn obteni-
da se afladid a 10 ml del ouffer de fosfatos a pH 3
que formaba la fase inferior del sistema de“diutriou-
cidn en oontracorrisnte emplesado y se procedi$ a efec-
tuar una distribucién en las mismas condieiones gue se

utilizaron para las sustancies puras.

Las absorciones de los diferentes tubos dieron
nuevamente el méximc en el tubo No.47 que &n este sis~-
tema ocorresponde al doido iscolorogénioco (Gréfieso XIII).
La ourva de distribucidén ocoineidfa oon la tedrioa, in-
diocando que se trataba de una sustancia pure. For aro-
matograffa en papel no fué posible deteotar b apari-
¢ién de 4cido cafelco. Tampooo pudc ecomprobarse la
forumcién de otra sustancia siuilar a la que producia

el 4oido nooolorog‘nioo.
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HIDROLISIS ACIDA
DE_LA SUSTANCIA TANICA DE HAUSCHILD,

2 mg de S.T.H. se disolvieron en 0,5 ml de dci-
do olorhfdrico 6 N, y se calentd durante una hora en
bafioc de agua hirviente, que son las condiociones habi-
tuales de hidrdélisis de los doidos clorogénicos (Cart-
wright y Roberts - 1955). Se enfridé y se extrajo el
1fquido cinoo veoes con 1 ml de &ter etflioco. Los
extractos reunidos y concentrados a 0,5 ml dieron en
le oromatograffa los resultndos indiocedos mfs abdbajo.
Paralelamente se sometieron 2 mg de doido clorogénico
al mismo tratamisnto y se orcmatografiaron los extrao-

tos on la misma forma.

Tabla XVI, GCr ografie de fese éter de la hi-
drélisis total.

. Sustanoias Rf en sl sistema No.l
(Papel Whatman 1)

Acido cafeico 21
S.T.H. hidrolizada 21
Ac. clorogénico hidrolizado .21

Los tres Rf idéntiocos iridiceban la presencia &e

doido cnreioo.

Presencia de doido qufnioco.

La fese inferior acuosa de la experiencia an-

terior se oromatografié en papel Whatman Ro.l emple-
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ando varios sistemas desoritos por Jefmstad y Jen-
sen (1950) y por Cartwright y Roberts (1955). Pa-
relelamente se desarrolld una muestra de foido qui-
nico puro y una solucién ecuosa obtenida en lea mis-
ma forma que la primera, pero con 2 mg de doido clo-

rogénico.

Tabla XVII, Cromatogrefie de la fase acuocss de la
hidrélisis total,
Sistema de solventes Rf S.T.H. Rf Clorogénico Rf quini-
EIE;OIEZ.EO

nidrolliza co_puro
Butanol-férmioco-agua .19 .18 .18
Acet.etilo-férmico-agua VA .15 .15
Butanol-Acétioco-agua .28 <28 .28
Isopropanol-amon{aco-agua .64 «6ls .66

Se efeotud la identificacién de acuerdo oon
Cartwright y Roberts (1955), tratendo el papel seco
con solucién de metapericdato de sodio (preparado
mezolando 1 volumen de solucién saturade con 2 vo-
1dmenes de agua). Se dej6 actuar durante 20 minu-
tos, se pulverizd con nitroprusiato de sodio y pi-
peracine (50 mg de cada sustancia en 4L ml de etanol
al 50%). Se calentd por 5 minutos a 10090 y 446 un
.60lor amagrillo-anaranjado sobre fondo gris.
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HIDROLISIS Ac;gé

DE "SUSTANCIA TUBOS 19-20",

Se utilizé lea sustancia proveniente del trata-
miento aloalino de doido neoclorogénioo o de S.T.H,
Para obtener una oiertea cantided de sustancia del
tubo 19-20 y poder efectuar su hidrdélisis se utili-

zaron tres fracolones diferentes:

Frgocién 1.

Es el liofilizadc de las fases ecetato de eti-
lo, secadas y rsdisueltas en agus, contenids en los
tubos Nos.1l68-22 provenientes del tratamiento de 1,5 mg
de fcido neoolorogénico con hidréxido de sodio 0,1 N.
Estaba formada por un sélido amorfo de aspecto odlr-
neo que fué extreafdo dos veces con aoetato de etilo
en rfrio, dando soluciones que presentaban un méximo
en 325 mp. La tercera extracoidn no extrajo mdés sus-
tanoias que absorbvieran a 325 mp. La poreidén insolu-
ble fué descartade. Kl espectro de estos prodw tos
ya 8se habfa heoho y se encontrd que el mdximo corres-

pondfs a 325 mp (ver pdg.83).

Fracoidn 2.

Es el liofilizado proveniente de las fases ace-
tato de etllo asecadas y rsdisueltas en agua de los tu-
.bos No#.18-22 originades en el tratamiento alcalino

con hidréxido de sodio 0,1 N de 2,1 mg de ‘uido neo-
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elorogénico durante 3 horas, de 2,5 mg tratados por
1l hora Yy la mezala de 1,5 mg de S.T.ﬁ. mezolada con
1,5 mg de neoclorogénico. Se reunieron todas las
fases superiores de acetato de etilo de los cineco
tubos de mayor absorcidn (eorrespondfan los Nos.18-
22), se concentrd al vaofo y se obtuvo un producto
8600 que contenfa una gran proporoidén de sales. Se
oxtrajo el liofilizedo oomo en el caso anterior oon
aostato de etilc hasta encontrar que los liquidos
de extraceidén dleran un valor bajo de abasoroién a
325 mu. Los extractoa reunidos se filtraron por pa-

pel para separarlos de todas las poreicnes insalubles,

Fracocién 3.

Las fases inferiores de las fracoiocnes emplea-
das nds erriba (experienciaz descritas en 1 y 2) se
reunieron y formaban unos 250 ml de buffer de fosfa-
tos de pH 3. Se extrajeron 4 veoces oon 100 ml de
acetato de etilo, comprobando por espectrofotometria
la presencia de la sustencia T 19-20. La dltima ex-
tracoién contenfa cantidades sumamente paquefias de

sustancla que absorbe s 325 mu.

Todos los extractos de scetato de etilo se reu-
nieron y se concentraron sl vacfo haste algo menos de
100 ml, filtrdndose de un pequefio insoluble que habfa
aparecido. Se completd a 100 ml y se midid la absor-
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¢ién en el eapectrofotémetro a 325 mp encontréndose
una sbsorbancia A « 0,800. De los datos de absorcidn
cuantitativa de £o0ido olorogénico puro sn el mismo
solvente se pudo ocaloular que los 100 ml contenfan

1,67 mg de la sustancia.

Hidrélisis.

En un balén se colood la cantidad de scetato des
etlilo oonteniendo 1 mg de la sustanocia T 19-20. Se
conoentré hasta sequeded coloocdndolo en un deseca-
dor veoclo. Se afiadié entonces 0,25 ml de fcido clor-
hfdrico 6 N, donde la sustanole amorfa se disolvid
oon faollidad y se calenté durente 1 hora en bafio de
ajua hirviente. Una vez frio se hicieron tres ex-
tracoliones con 2 ml de &ter etflico. Las capas supe-
riores se reunieron, se concentraron hasta 0,5 ml y

se hizo un estudio en cromatograffa en papel.

Camo ocontrol se utilizé 1 mg de doido oclorogé-
nico que se sometié a las mismas operaciones que la

sustancia T 19-20.

La capa scuosa inferior restante rué calenteda
suavenente para eliminar el dter disuelto y se estudiéd
la misma para encontrar austinoins soclubles en agua

del tipo del doido quinioco.

Las cromatograffas se hicieron en papel Whatman
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No.l y se desarrollaron conjuntamente oon las sustan-
ciss patrén adecuadas. Para la.fasgrotéraa conoentra-
da se utilizd como solvente de deearrollo dcido aocé-
tico N/3 y se observaron las zonas a la luz ultravio-
leta despuds de someter el papel a la accidén del amo-

nf{sgo. Los Rf enocontrados fueron los siguientes:

Tablag XVIII. Cromatograffa de la fase éter de la hi-
drélisis total de 8 19-20,

Acido cafelco .17

Acido clorogénico hidrolizado .17
Sustancia T 19-20 hidrolizada .17

Los tres if idénticos indicaban la presencia de
deido careloo.

La fase acuosa se estudid oon los dous sistemas
de crometografia, abajo indicados; también sobre pa-
.pel Whatman ¥o.l. Cor el revelador de dcldo periddi-
co nitroprusiato, el doido aquinico y el eloroegénioo
hidrolizado presenteron una Tarncha emarillo canarlo
caracter{stioca, mientras que el producto 4e hidréli-
sis de la sustencia T 19-20 dié6 una mancha mds difu-
sa color naranja sucio. Repitiendo la ocromatograrffa
ocon ¢l solvente isopropancl-smonieco y vulverizando
la tira de papel con azul de bromotimol se enocontrd

que tanto el doido quinico como la mancha desoonooi-
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‘da daban reacoidén dcida. Los Rf observados se in-
dican en la table sjigulents:

Zablg XIX, Cr  to fia 46 la Tass 2a0uOsa de la
hidrélisis total de S 19-20.

Solvente Isopropanol-smonfaco Asido acético N/3
Aoido quinico 57 95
Ac.olorogénico hidrolizado .56 .95
Sust. T 19-20 hidrolizada ,00 65

Los sistemas de solventes utilizados y el reve-

lador son los desoritos por Cartwright y Roberts (1955).
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ESPECTRO ULTRAVIOL}-;TQ.

El estudio del sspectiro ultravicleta de las
solucicnes de materis tdnica indica que es muy si-
milar al del dcido clorogénioo y del doido carlfeico.
En el grdfico se pueden observer sus ocaracteristioas
que son las siguientes: mdximos a 240 y 328 mu con
log 4,0003 y &,2822 respootivamontof1nflexldn e
295 y mfnimo a 255.

-Como esate espeotro carecter{stico proviene de
la porcién deldoc oafeioco de las moléculas, la seme-
janza de los valores de 1pdica que ocada moldcula
contiene un solo resto ocafeflo. O dicho de otra ma-
nera, a 320 oy el doildo carelioo tiene Eiﬁm 915 ¥ la
sustancia ténieca Rizm 516, que representa el 56,3%
del de¢ido cafeloo. ‘Eutg relacidén eatd de acuerdo
con las relaciones de sus reapectivos pesos molecu-
‘lares que son 180 y 336 respactivamente. Xn el oe-
so de contener dos restos oafeflo, la relacién de los

valores de E hublera sido del 63,7%.
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CONOLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este

trabajo, se ha llegado a las siguientes oconclusiones:

l.~ Se puede asegurar que en las hojas de yerba
mate existen on cantidades apreciables los £oldos olo-
rogénico, isocclorogénico y neoclorogénico. También
existe una sustanoia vinculada al grupo de £cidos que
contiene el grupo cafeflo, que hemos llamado "sustan-
cla tubos 19-20" (8.T. 19-20). No se ha podido en-
contrar en cantidades detectables doido cafeico ni

la Sustancia Ténica de Hauschild (S.T.H.).

2.~ La Sustancia Tdnica de Hausehild no tiene
grupos carboxilo libres y, de acuerdo a la curva de
titulacién, se comporta ocomo una laotona. Por tra-
tamiento alcalino suave el ciclo lacténico se abre
Y la S.7.H. da lugar e la formacidén de doido neoclo-
rogénloco y de una sustanoias que hemos denominado

"sustanoia T 19-207,

3.- Por tratamiento alcalino suave ol doido neo-
olorogénico se transforma parcialmente en la "sustan-
ola T 19-20", la ocual pudo identificarse por parti-

0ién en contracorriente y por ocromatografrfa en papel.

No puede afirmarse en este momento si la "sustan-
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cia tubos 19-20" gque se encuentra por tratamiento
de la Sustancia Tdnioca de Hausochild se produce .di-
rectamente de la misma 0 pasando primero por el dol-

do neoclorogénico.

%e= La sustancia T 19-20 produce por hidré-
1isis dcide oaféioo, pero no fué posible ildentifiocar
d€cido quinico. Se encontrd que aparsoce una sustancia
de interpretacidn 4diffeil que es distinta al dcido
quinico, pero que reacciona oon el reactivo de meta-
periodato, lo que indica la presencia de grupos aloco=-

h611cos veoinos.
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RESUMEN .

Se traté de aclarar la estructura de una sus-
tancia oristalina que th‘ aislada por primera vez
de la yerba mate por Hauschild (1935) y posteriormen-
te por Deulofeu, rondovillg, Dfaz, Mendive (1943).

El trabajo se encaminé primero haocla la iden-
tificacién de la Sustancis Tdnica de Hauschild por
cromatograffa en pepel. Se encontrd de esta manera
que sus Rf no coinoidfan son los doidos clorogé-
nico, isoclorogénico, neoclorogénico y cafeioo.
Por nidr6lisis enérgica en medio doldo la Sustan-
ola Tdnica de Hauachild produce los dcidos cafeico
y quinico, los cuales se reconccieron por oromato-

grafia en papel,

S8e efectué la determinacidén del equivalente de
neutralizacién de la Sustancia Ténica de Hauschild
Y la curva obtenida demostrd que no era un doido ocar-
boxflico. Después de la hidrdlisis alcalina suave,
en cambio se pudo deéterminar un equivalente de neu-
tralizaoidn 347, que coincide ocon el de una lactona
del grupo de los doldos clorogénicos. La Sustancia
Tédnica de Hauschild es por lo tanto una lactona que
no es 1déntica a la lectona del dcido isoclorogénioco,

degerita en la literatura.
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- Para poder estudiar los productoa.de hidrélisis
ocon dlcalis dilufdos ae hioleron experiencias de d4dis-~
tribucién en ocontracorriente con los dcidos clorogéni-
00, isoclorogénico, neocclorozénico y cafeico que per-
mitieron conocer sus mfximos de distribucién en oon-

diciones experimentales bien normalizadas.

Aplicando le partiocildn en sontraeorrients se pu-
do ocomprobar que por tratamiento alcalino suave de la
Sustancia Ténica de Hausochild aparecen dos sustancias
distintas. La primera de ellas resultd ser €oido neo-
olorogénlco. La segunda no pudo obtenerse en oantida-
des -urioicntea oomo para estudiarla a findo, pero pu-
do demostrat,c que eontenfa doido cafeico en su molécu-
1a, Proviurriamnnto se 1llamS a esta sustancla "sustan-
oia tubos 19-20". Se enoontrd que le "sustancis T 19-20"
¢s un producto vinculadc con el doido neoolorogénico
porque también se lo obtiene al sameter a este doldo
al mismo tratamiento alocalino. Para su identificacién,
ademds de la distriousién en contrasorriente, se deter-

minaron sus Rf por cramatograffa en papel.

Por otra parte se realizaron experiencias para
oomprobar si la "sustancia T 19-20" ya existia oomo
tal en las hojas de ysrba mate. El estudio por cro-
matograffa enpapel de diferentes extractos revel$ que
contenfan dcido olorogénico, &oldo isoolorogénico, £oi-

do neoolorogénico y la "sustancia T 19-20". En ningin
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caso se pudo enoontrar la Sustancla Tdnica de Hau-
schild en cantidades apreciables en alguno de los

extraotos estudiados.

Aplicando la téanica de Sondheimer (1958), aon
columna de Sflicagel embebida en doido sulfdrioco
0,5 normal, se pudieron separar los &cidos clorogé-
nico, iscolorogénico, neocolorogénico y la "sustancis
T 19-20" de extraocto de yerba mate. Las identifica-
olones se hicieron por.ononatogratta en papel de cada

una de las fraocoiones recogldas.




-107-
BIBLIOGRAFIA

Barnes.,H1M,, Peldman,J.R., White,#.V., 7.Am.Chea.
'Scs. 72, L178 (1950).

Bulen,%.A., Varner,J.2., Burrell ,R.C., Anal. Chen.
2, 187 (1952).

Calzolari,C., Donda,A.F., AnnChim. 47, 1256 (1957).

Carswright ,R.A., and Roberts,E.A.K.,
Chem. & Ind. 230 (1955).

Clark,%.L., ¥ond ,N., Bedrosian,K., Ferrari, R.A.,
Miehon,C.A., Food Technology
11,297 (1957).

Clayton,M., Anal.Chem. 28.90, (1956) .

Craig,L.C. and Craig,D., "Extraotion and Distridution”
Vol.II1 4de Teochnique of Organic
Chemistry, welssberger, Ed.Inter-
science, New York (1950) pég. 269,

Corse,J.%., Nature 172.771 (1953).

Dawson,i.F, and Wada,E., Tobaocoo lik.18 (1957).

Deulofeu,V., Dfaz,H., Pondovilla, M.E., Mendive,J.R.,
Anales A.Q.A. 31.99 (1943).

Fiseher,i.0.L., Dangschat,G., Ber.65.1009 (1932);
Ber.65.1037 (1932).

Fischsr,R.0.L., Takbe,C., 3er.060.485 (1927).
freudenberg,k., 3Jer.53.232 (1920).
Froudenberg,s., Her.33.177 {1920).
Garofa Paula,R.D., Boletln I.N.T. 4,3 (1953).

Garcfa Paula,R.D., Revista de (uimica Industral
22,72 (1953)

Gonzdlez,C., San Martfn,R., An. Real Acad, Farmaoc.
3.99 (1942).



=108«

Gorter,K., A. 358,327; 359,217 (1908).
Gorter,K., Ar.237.184 (1909); 379.110 (1911).

Hausohild,®., "Uber die Bestandtelle des Mates”,
Diss., Zurioh (1935).

Hlasivetz,i., Liediga Ann. 142.219 (1866).
Hoepfner,%., Chem.Ztg. 56.991 (1932).

Jarmstad,J., Jensen,J., Pharm.Aota Helv.2j.209 (1950} .
Lentner,C., Deatherage,F.E., Chem. & Ind. 1331 (1958).

Moores,R.G., Dermott,D.L., ¥o0d4,T.R., Anal,Chem.20,620
T19a8) .

Nicholson,s .M., Rhind,D., Analyst 4L9.5U5 (1924).

Nierenstein, M., "Tannins” en Allen's Commercial Organic
Analysisi Vol.V, Ed.Blackiston,
Philadelphia (1948).

Panizzi,L., Scarpati,¥.L., Gazzetta Chimica Italiana
84.792 (1954).

Payen,F., A.Ch, 20.108 (184,9).

Roberts,E.A.H., Wood,D.J., Blochem.J, 49.414 (1951).
Roberts,%.A,H., Chem. & Ind., 985 (1955).
Rochlsder,K,, Hlasivedz,H., Ann.Chem. 66.39 (1848},
Rudkin,G., Nelson,J.4., J.Am.Chem. $06.69.1470 (1947),
Sondheimer,X., Arch.Bioohem.k Biophys.Z4.131 (1958).
Uritani,l., Miyano,s., Neture 175.812 (1955).

watanabe,i., J.Pharm.306., Japan 56.71 (1936);
C.A. 31.2062.

weurman,C., Roij,C,, Chem. & Ind. 72 (1958]}.
Woodward," .,A., Cowland,A.N., Analyst 60.135 (1935,.



-109-
_INDIGR

Pdg.
Pgrte Tedrioas.

Introducoion coeeccscssscessscsscvsnccansse 1
Acld0o 0lorogénioco eccceevscrccsonvenennesses 2
Acldo 1800l0rogénio0 ceceseccecescsccacens 16
Acldo pooudooiorogdnipo cecssssdecasecceses 22
Acido necslorogénieo ..........a..;....... 2l
-Glnarina,................................. 27

Aoldos clorogénicos enscontrados en
la y‘rh MRLE .cceceverescencsscnsccsvenae 29

Separacién oromatogrdfica prepara-
tiva de los doidos olorogéniocos..cccceceeee 37

Parte Experimental,
Cromatograffa de los doldos clorogéniccos.. 40

Determinacién del equivalente del |
‘01&0 hot%‘nioo s s0eneesrrsBboaes bt ‘&7

Los dcidos olorogénicos y sustancias
relacionadas presentes en la yerba mate .. 49

Separaeidn cromatogréfioa prepara-
tiva de los £oildos clorogénicos ...cceeve. 55

Distribucidén en gontracorrient® .......... 61
Distribucidn del doido olorogénloo ...c.cc 63
Distribuocidn del dcido neocclorogénico .... 65
Distribuoidén del £cido isoclorogénico .... 69
Distribucidn de la materia tdnica ..cceeco 72
Disgstribucidn del £oido cafeico ..caceeveece 7h

Aocién de los 4dloalis dédbiles so-
br‘ 1‘ S. 'r. H. ..‘.Q..I....IlIl..'....‘... 76



'P‘so

Acoién de los dlcalis dilufios so-
ore el 40140 neooclorogénico c.ceccvsecrccncesee B2

Aocién de los dlcalis dilufldos so-
bre el £0i1do 01l0POZEN10O0 c.ccctvstcresccccss 89

Aecién de los £lcalis dilufdos so-
bre el dcildo 180010rogénieo ...ccccccssscses 91

Hidrélisis doida de la sustancia _
t‘niﬂl d' El“thild oioo.o.oo’oo..u.oooo.ooo 93

Hidrélisls doida de la "Sustan-
013 tubOl 19‘20. 000 EIPEONEOEPREOBDPEICEIGOIORES 95

Eapeotro ultravioleta ..ccccccccescscececess 100
Conclusibn ccevcsescvscroscsccccscscasseses 102
BOSUMON secsscvcosecscsscscscnscsnsccnccess 104
B1bliograffa ccccccccccesvsonssascsccsnscess 107

Indloe ..cvcccevosvccccancsvoossccsvssnnete 109



	Portada
	Agradecimientos
	Introducción
	Bibliografía
	Índice

