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IiESl ¡“EN

El presente trabajo, comprende el estudio químico de los compom

nantes aislados y caracterizados en Morrenia hrachystephana Griseb.

(Asclepiadácea), y su extensión a1 estudio de otras S especies del

mismo género.

En el mismo se describen:

I. La familia de las Asclepiadácaas incluyendo a1 género Morrenia,

su abundancia y distribución geográfica y una enumeración de las

sustancias aisladas de la familia registradas en la literatura,

que en algunos casos se hallan concentradas en 1a misma.

II. Los antecedentes sobre la acción biológica de M. brachystephana,

"tasi", desde la pintoresca narración de Alcalde Espejo en 1871

hasta nuestroa días, en que se corroboró la actividad mencionada

mediante ensayos modernos con animales de laboratorio.

III. Los alcanos de Asclepiadíceas, con una introducción en la que

se indican las características de estos compuestosde interés

quimiotaxonómico, su abundancia y variaciones estructurales, y

el analisis comparativo de los resultados encontrados en las 6

especies de Horrenia estudiadas.

IV. Los fl¡vonoides, también de interés quimiotaxonómico, sus varia

ciones sstructuralea, interrelaciones y biosíntesis de los dis

tintos tipos.

V. E1 triterpeno germanicol, componentemayoritario de los extrac

tos en ¿ter de petróleo de las especies estudiadas, una revisión



bibliográfica de su aislamiento de fuentes vegetales, su determi

o nación estructural, transformaciones en medio ácido y bioefntesis

de triterpenos oentacfclicos.

VI. La discusión de los resultados obtenidos, indicando comose efec

tuó 1a separación y determinación estructural de las sustancias

halladas. Estudio de los espectros de resonancia magnética de

hidrógeno y de masa del germanicol y derivados. Se analiza le

distribución de los flavonoides en las especies de Morrenia, fren

te a posibles relaciones taxonámicas, y se indican otros fiavo

noidea aislados de Ascleniadaceas. También ae comenta 1a evolu

ción de los flavonoides en plantas suoerioree.

,b. VII. La Parte Experimental, ¿J lx que ee detallan las técnicas em

pleadas y los procedimientos seguidos en e] aislamiento y carac

terización de los distintos compuestosen los extractos en éter

de petróleo y metanol en M. brachystephana. Posteriormente se in

dican los datos obtenidos en la ampliación de este estudio a otras

especies de Morrenia.

Finalmente en un Apéndice se dan los datos de recolección de

cada una da las especies estudiadas.

Las referencias bibliográficas están ordenadas según orden alfa

bético del primer autor del trabajo y año del mismo, y aparecen al

final de la Tesis.

\
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INTRODUCCION

Esta Tesis consiste en un estudio químico parcial de seis espe

cies del género Morrenia (Asclepiadéceas), que crecen en el territo

rio argentino.

Fue iniciada en base a que algunas de dichas especies producen

efectos galactogogos, y se pudo confirmar, comose indica mas adelan

te, que la actividad biológica está localizada en el extracto acuoso.

Este trabajo contiene 1a parte inicial del estuuio químico, que

comprendió la separación de sustancias orgánicas de bajo peso mole

cular, que ee encuentran en 1a parte aérea de 1a planta. Se aislaron

ceras y terpenoides, sustancias solubles en los extractos efectuados

con éter de petróleo, y flavonoides, solubles en metanol.

Los flavonoidea adquieren importancia, en parte por la utiliza

ción que se está haciendo de los mismosen estudios sistemáticos de

vegetales.



I'. LAS ASCLEPIADACEAS

Esta familia fue llamada asi por Lindley en 1847, cambiando el

nombre de Asclepiadeas que le había sido dado por H. Brown en 1809.

El nombre deriva de E3(u1apio, Dios de 1a Medicina en le mitología

griega (Meyer, 1944).

Son dicotiledónean, que pertenecen a1 orden de las Gencianales.

Según Melchior (1964), quien ha escrito en el manual de Engler el ca

pítulo sobre Ascsepiadáceas. 1a familia está representada por unos 250

géneros y 2000 especies, di:tribuidas principalmente en le zona tropi

cal. Por su parte Good (1956), señala 1a existencia de unos 300 géne

ros representados por alrededor de 3500 especies, e indica que sólo

una docena de otras familias, dentro de las dicotiledóneas gamopétalas,

son tan amplias somoesta.

La mayor parte de los autores dividen a las Asciepiadáceas en dos

subfamilias: las Periplocoidees y las Asclepiadoideas, que se diferen

cian en sus mecanismosde floración. Las Asclepiadoideas, son las ante

riormente denominadas Cinanchoideas por Schumann (1895).

Las Periplocoideas según Good (1956), son las menos diferenciadas,

comprendiendo LI géneros con aproximadamente 200 especies que se hallan

confinedas en el Viejo Mundo,mientras que asigna a las Cinanchoideas

(Asclepiadoideas), nombretodavía consorvado por este autor, 250 géne

ros con mas de 3000 especies.

Melchior, indicó que 1a subfamilia de las Asclepiadoideas está



eubdividida en 5 tribus: Asclepiadeas; Secamonias; Marsdenias (Tilofo

reas); Ceropegias (Tiioforeas) y Gonolobees, siendo las principales,

las Asciepiadeas y las Tiloforeas con mas de 1500 especies cada una.

DISTRIBUCION

Las Asclepiadaceas, se hallan representadas en los cinco continen

tes, siendo Africa el mas rico en especies; en Américaexisten aproxi

madamente un 10%de las mismas.

Schumann(1964) considera que el limite boreal de 1a disnribución

de esta familia, se hulla en Europa, representado por CZnanchum

vincetoxicum L.. Planta que crece en Alemania, Dinamarca, Finlandia,

Noruega y Suecia, hasta mas o menos los 61° de latitud norte, se intro

duce en Rusia, atraviesa los MontesUrales y avanza hasta el lltai (en

1a zona central de Asia).

En Africa, 1a familia se extiende por todo el Continente, y está

representada por pocos géneros y especies en 1a parte norte, pero es

abundante en el extremo sur. Para Schumann, la ciudad de El Cabo sería

el centro de dispersión de la familia.

En Australia, ocurre todo lo contrario que en Africa; en el norte

se han registrado 13 géneros, los cuales disminuyen hacia el sur.

En América del Norte, son frecuentes en Estados Unidos, disminu

yendo su abundancia hacia las zonas frias, llegando hasta los 5L 9 de

latitud (Canadá).

En América del Sur, 1a familia es muy abundante en la narte norte



(Brasil), y va disminuyendo paulatinamente tanto en géneros comoen

especies a medida que avanza hacia el sur.

En la Argentina abundan, especialmente en las zonas llanas y bos

cosas del norte, centro y litoral. Las provincias fitogeográficas mas

ricas en Asclepiadíceas según Meyer (1944), son: el purque correntino

paraguayo, la selva tucumano-boliviana y el parque chaqueño. Un número

reducido de especies llega a las altas montañas y a la Patagonia, donde

la Aphanosthelma condOIIBBnum se encuentra hasta los 50° de latitud

sur, que es el límite austral de 1a familia en el mundo.

En total se encuentran 26 géneros (Meyer, 1944), de los cuales dos

son endémicas, y están representados por 126 especies, siendo los géne

ros mas comunes: Oxypetalum (28 especies); Cynanchum(11 especies) y

Morrenia (8 especies).

EL GENERO MORRENIA

Está representado por 8 especies, todas las cuales crecen en la

Argentina, y algunas se extienden a oaIses limítrofes.

La distribución de las mismasen nuestro pais es la siguiente:

l. Morrenia odorata (Hook. et Arn.) Lindley

Buenos Aires, La Pampa, Entre “foi, San Juan, San Luis, Catamarca,

La Rioja, Córdoba, Santiago del Estero, Tucumán,Salta, Jujuy,

Santa Fe, Corrientes, Chaco y Formosa. Nombrevulgar: "tasi", "doce"

(Es la mas abundante en Argentina).

2. Morrenia brachystephana Griseb.
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Buenos Aires, Santa Fe, Córdoba, Catamarca, Tucumán, Entre Ríos y

Corrientes. Nombrevulgar: "teni".

Morrenia conectens Malme

Chaco, Formosa, Salta, Jujuy y Tucumán.

Morrenia herzogii Schlechter

Salta.

Morrenia stormiana (Morong) Malme

Chaco y Formosa.

Morrenia Erandíflora Malme

Córdoba, Santiago del Estero, La Rioja, Salta y Formosa.

Morrenia stuckertiana (Kurtz ex Stuckert) Malme

Córdoba (especie endémica de esta provincia). Nombrevulgar: "tesi

crespo", "teni del zorro".

Morronía schulziana Meyer

Chaco, Formosa y Santa Fe.

Con exclusión de las M. herzogil y M. grandifloru, se puño obtener

material de las sapecies mencionadasrestantes, gracias a la ayuda preg

tada por las personas mencionadas a1 comienzo de esta Tesis.



FITOQUIMICA DE LAS ASCLEPIADACEAS

Esta familia se caracteriza por contener una variedad de compues

tos organicos, cuya utilidad taxonómica, en muchoscasos no es grande,

por el númeroreducido de especies estudiadas, o por pertenecer a tipos

químicos muy difundidos en las plantas superiores (por ejemplo: com

puestos fenólicos simples, ácidos clorogénicos, hidratos de carbono,

ciclitoles, flavonoides, ácidos grasos, fitosteroles comositosterol,

campesterol y stignasterol). Por otra parte, otras sustancias de menor

difusión se encuentran concentradas en esta familia.

La información que se detalla a continuación sobre los compuestos

caracterizados, ha sido tomada de varias fuentes. En primer lugar, del

trabajo de Abisch y Reichstein (1962) quienes hicieron un estudio ana

lítico de 70 especies de Asclepiadáceas africanas; de la excelente re

visión de Hegnauer (1964); de la compilación de Raffauf sobre alcaloi

des (1970), y de la serie de trabajos publicados por Mitsuhashi desde

1960 hasta el presente, sobre glicósidos del pregnano de Asclepiadáceas

que crecen en Japón.

Se revisó ademásel Chemical Abstracts, y publicaciones específicas

dedicadas a productos naturales ( Phltochemistrx; Lloidi ; Elantg

Medica), cubriendo la literatura hasta los primeros meses de 1975.

El trabajo de Abisch y Heichstein (1962), merece una mención es

pecial ya que por medio de reacciones específicas, estudiaron la pre

sencia de diversas clases de compuestosen las 70 sapecies analizadas.

De las mismas, Sl dieron positiva la reacción de 2-desoxiazúcares, los

cuales son constituyentes de los glicósidos de tipo cardenolido y del



pregnano que ee encuentren en estas plantas.

Sólo 4 eSpeciea dieron reacción de alcaloidee, lo cual resulta

una diferenciación interesante de las Apocináceas, familia vinculada

a ésta, en 1a cual el númerode alcaloides aislados es grande.

Le presencia de cardenolidos, se confirmó porque 36 de ellas

dieron reacción positiva de Kedde, característica de los mismos.

La reacción de Liebermann-Burchard,para triterpenoe y esteroi

des, sólo fue positiva en 23 eapecies, cantidad algo menor de las que

dieron reacción de Keddepositiva.

Utilizando loa datos de los trabajos anteriores, se han de mencio

nar los grupos de compuestos qne tienen interés desde el punto de vis

ta fitoquímico.

TERPENOIDES

Triternenos. Los representantes de este gruno, aislados de Aaclenia

déceas, son también comunesa otras familias de plantas suneriores,

salvo algunos casos del grupo del oleanano (olean-lZ-eno polihidroxi

lados), y se los halló libres o esterificedoe con diversos ácidos orgá

nicos.

Los principales compuestos aislados eon los siguiente: (se mencio

narán algunos casos concretos de aislamiento):

Grupo del lupano (cuya estructura :orresponde a la fórmula (1)

- Lupeol, acetato e isovalerianato (Heichstein gt.g;.. 1967).



Grupo del uraano (fórmula 2)

- CX-amirina (RamaHurti y Seshadri, 1941); acetato (Bert y Sharma, l9í3)

—Taraxaaterol, acntato e iaovalerianato (Hesse t. 1.. 1941).

- Acido ursólico (White y Santi, 191.5).

Grupo del friedelano (fórmula 3)

- Friedelina (Torrance y Marais, 1963).

Grupo del oleanano (fórmula 4 ).

- {i-amirina y su acetato (Sierp gía-1., 19'70; Domíngueze_t_.9¿., 19'72),

acetato e isovalerianato (Raichatein g;.g¿., 1967); trans-cinamato

(Korn y Haselbeck, 1950); juarezato (Domínguez2;.¿;., 1974).

(3) (1.)

Merece aeñalarae que en algunos casos, as encontraron Sustancias



polihidroxiladas del grupo del oleanano como1a gimnestrogenina (5)

(Stücklin, 1968) y 1a gimnemagenina (6) (Stocklin, 1969).

R:

(5) -H

(6) -0H

Otros compuestosde este grupo, no fueron identificados definiti

vamente, comoel o(y (B-calotropeol (RamaMurti y Seehadri, 1943), y
el morreno] (de M. brechystephana, Arata y Gelzer, 1891).

GLICOSIDOS

gggggnolidoa. Estos compuestos fueron aislados con frecuencia du las

Aeclepiadáceae. En cierta forma, son compuestoscaiacteríeticoe de esta

familia.

Las agliconas de estos glicósidoe poaoen un esqueleto carbonado de

tipo esteroidal. Considerando los que poseen una estereoquimica relacio

nada, la diferencia entre los mismosconsiste en distintas etapas de

oxidación determinada por grupos hidroxilos y a veces un grupo aldehfdo.

Todas tienen una cadena lateral formada por una lactona de 4 átomos

de carbono, Ci-{Bno saturada, que definen a estas sustancias.
Algunos de los grupos estereoquímicos de estas agliconas ee indican

a continuación:
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R:

-CH3xismaloguninn (Reichstei

-CH20H pachigenol (Schmid gg

-CHO pachigenina (Fiesor gg.

(8) a -CH3 3-epi-digitoxigen1na

b -CH20H carpogenol (Schmid g;.g¿..
1959)

c -CHO oarpoganina (Güsohke g;.g¿.,
1961)

(9) a -CH3 uzarigenina (Elber gg. 1..
1969

b -CH20Hcoroglaucigeninn (Sierp
gg.g;.. 1970)

c -CHO corotoxigenina( 1d. )

(10) a -CH3 periplogenina (Heichstein 2;.
g;., 1967)

b -CHO atrofantidina ( 1d. )

(11) calotropagenina (asclepogenina)

(Haasal y Boyle, 1956, 1959)

Á .
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Los azúcares, comoocurre en la mayor parte de los glicósidns,

están siempre unidos al hidroxilo de 0-3, y su complejid1fi varía, des

de monoaacéridos hasta oligosacáridon.

Ea interesante señalar, que mleLtras en algunos glicósidos se en

cuentran solamente D-glucosa y L-ramnosa, en otros casos están acompa

ñados por desoxiazúcaren de 6 átomos de carbono, de distribución mas

restringida. Para todos ellos 1a unión gltcosídica es generalmente(a.
Los mas frecuentes son:

QHO QHO QHO CHO QHO

ng HQOH "qu HQH HQH
CH3OCH 6H309H “900”; HgOCH3 HQOH

HCOH HQOH HOQH HQOH HQOH

HCOH HOQH HOQH HQOH HQOH

H3 CMB CH3 CH3 CH3

D-tevetosa L-digitalosa L-oleandrosa D-cimarosa D-digitoxoaa

QHO CHO

¡qu HCOH
HQOH HCOH

HOQH Hgm!
HQOH HOQH

CH3 CH3

D-boivinosa L-talomettlnsa

b- Glicósidoa de pregnano. Otro tip) de compuestos aislados de esta

familia, en proporción apreciable, son glicóaidos cuyo esqueleio bási

co es un Dregnuno. Son susiancías qae en solución acuosa tienen gusto

amargo. Algunas de las agliconas encontradas son:



a QH 3

- H0 CH'ZUH(I
s

U

4

/

(13)

(11.)

(15)

(16)

(17)

17-fi-mar5denina (Saner gg.a_l.
19'70)

aarcoatina (J'a'ggi23.3., 1967)

marsectohexol (Saner 23.93., 19'70)

drevogenina D (Bhatnagar et.a1
.1 35'

lineolona (J'ággi 2395;", 1967)

drevogenina P (Bauer gba!” 1‘7/0)
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En estos glicósidos se encuentran monosacáridos que coinciden con

los hallados en los glicósidos cardenolidos, siendo además frecuente

la xilosa y habiéndose hallado pocos casos con ramnoeu.

Ademáslos glicósidos del pregnano, suelen estar esterificados

en los hidroxilos de 1a aglicona, con distintos ácidos orgánicos. Se

han caracterizado principalmente: ácido benzoico, ácido cinámico,

ácido isovalérico, ácido 0(-hidroxivu1érico, ácido tíglico (2-metil

ZÏEEEEE-butenoico),¿cido angélico (2-metil-2-gig-butenoico), ácido

{3,{3-dimetil acrilico. (Hegnauer, 1964).

ALCALOI DES

La proporción de especies de Asclepiadéceus, en las cuales se han

encontrado alcaloides, es baja, comoya fue mencionado. Es interesante

señalar, que en algunas especies se han aislado bases muy simples y re

lativamente difundidas, comola fl-fenil etilamina (Ktmiensky, 1957),

nicotina (Marion, 1939) y otras comunes comoconiina (Klein, 1931).

Otras bases encontradas en Asclepiadáceas son de tipos químicos

mas complejos y de poca distribución en el Reino Vegetal, y son prác

ticamente represertativas de 1a familia.

Unade ellas es la criptolepina (18), (Gellert Efi.2l., 1951),

un producto tetracíclico linea], parte del cual es un núcleo indólico.

ama
N

[ÍIII‘NN \\ ¡llii
(18)
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a Ademásse atalaron un número de sustancias, cuyo esqueleto es de]

tipo fenantroindolizidina. Comoejemplo de este grupo, puaden citarse

los alcaloides aislado& de Tiloforeus: tiloforina (Govindachari, 1960a),

tiloforinina (Govindachari23.21., 1960b), tilocrebina (Cellert et. .J

1962) y antofina (Niegrebe gg.g;., 1969).

H : 'HZ

(19) tiloforina R1: H3: —ocu3

".2: -H

R:—H, —ou
01130 R

o (20) tilof‘orinina H1:R2: -H
R3z-OCH3

az N

a O R:412
CH30 (21) tilocrebina R3: -H

l R1:R2:
El: -L2

(22) antofina R1: -ocn3

R2: H3: -H

Gellert y Summons(1973) encontraron alcaloides vinculados u

pregnanos polihidroxilados, d» tipo similar a los hallados comoglícó

aidos, los cuales estaban esterificados con el ácido nicotínico. Estos

son rostratamina (23) y roatratina (24).
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R, R‘: aceti],
nicotínoil

(21.)

A1 comentar los compuestos aislados de las Morreniaa, estudiadas

por nosotros, Se cwnsíderará 1a relación que tienen estos con los pro

ductos aislados de otras especies de esta familia, en particular,en

relación a posibles correlaciones quimiotnxonómicas.
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II. ACTIVIDAD BIOIDGICA DE LA MUHHENIA BRACHYSTEPHANA

ANTECEDENTES

La primera noticia que hemosencontrado, sobre la actividad gaiac

togoga de H, brachystephana Griseb., ha sido en un artículo publicado

por Alcalde Espejo (1871), en ei cual menciona una serie de datos inte

resantes sobre esta planta, cuyo nombrevulgar es Egg; o ngig.

En dicho articulo, Espejo describió una anécdota, bajo el titulo

“Unaexcursión por la sierra de Córdoba", refiriéndose a las propieda

des del tesi; en ¿1 menciona textualmente:

"Dicen que vuelve 1a leche a 1a mujer, aun cuardo hayan trans-"

"currido 8 ó 10 años que dnjó de criar. Mi duda a1 aaerto de "

"tal fenómeno,hirió el amorpropio de quien lo refería, y tra-"

"jo a ni presencia en una casa de 1a Pedania de 1a Argentina "

"a María Sosa de raza india, mujer de unos 40 años acompañando-"

"1a au sobrina Elisa Sosa de 16 años. Refirió 11 primera que "

"muerta su hermana a poco de nacer ia criatura, y careciendo de"

"medios para criaria, le aconsejaron tomar agua de 1a infusión “

"de la raíz de tasi, que siempre que tenía sed y aun cuando no “

"1a tuviese bebía aquella infusión y que a los pocos días tuvo "

"leche abundante para criar a su sobrina tan saludable y robus-"

"te comoestaba a 1a vista. Añadió que ha:{a Justo 15 años que "

"había dejado de criar."

Espejo también indicó que el gauí (palabra que acentúa en 1a últi
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ma sílaba), "sirve para cuajar la leche, y los filamentos sedosos que

encierra la baya, se los usa comoyescn para sacar fuego."

Tanto la acción galactogoga, como los últimos empleos del thai,

fueron mencionados por Hieronymus (1882), quien indicó además, que

según Lorentz los indios de Salta y Santiago del Estero, utilizaban

los frutos no maduros de las dos eSpecies conocidas en esa época

(M. brachystephana y M. odorata), para comerlos crudos, asados o elabo

rar dulces.

Esta información, ya ern conocida en Buenos Aires, y llamó la

atención da Ortiz, pues en 1880, este presentó una Tesis en la Facul

tad de Medicina, titulada "las mamasy el tasi argentino". En la misma

luego de referir las características botánicas de ambasespecies,

antes mencionadas, hizo un breve analisis químico del látex e indicó

1a acción galactogoga de las infusiones.

Arata y Gelzer (1891a), quienes citaron las referencias folklóri

cas de ESpejo, y las comentaron en forma risueña, efectuaron el primer

estudio químico de 1a planta, que publlCuron en fonna mas extensa en

ese mismo año (1891 b).

De extractos acídicos, siguiendo los métodos conocidos en aquella

época, pudieron aislar una sustancia que dio reacción oositiva de alca

loides, y que denominaronmorrenina, y que no pudieron caracterizar

debido a la pequeña cantiflad de que disponían.

De frutos de tasl desmenuzaños, sacaron un jugo lechoso, del cual

por tratamiento con alcohol caliente, evtrajeron una sustancia poco po

lar que denominaron morrenol, que dio punto de fusión 1689, y cuyo ana



lisis elemental dio un alto contenido de carbono y un bajo contenido de

oxígeno, con una fórmula probable Cl¿H¿2O. Según los autores, esta sus

tancia sería similar a 1a ascleniona, que posteriormente fue identifi

cada comositosterol.

Arata y Gelzer, en su publicación (1891 b), hicieron finalmente un

resumende las distintas propiedades terapéuticas de varias especies de

Asclepiadáceas.

Basado en las informaciones de Ortiz, y en los estudios efectuados

por Arata y Gelzer sobre el tesi, Del Arca (1892), analizó los resulta

dos obtenidos de la administración de infusiones de frutos, raices u

hofias, a un grupo de 15 mujer s jóvenes, en las cuales se había produ

cido la agalactia (desaparición de la leche materna), dentro de los

20-120 días posteriores al parto. Obtuvoresultados favorables en ll

casos, en dos fueron dudosos y en otros dos fueron negativos.

Sicardi, un discípulo de Del Arca, profundizó el estudio iniciado

por éste, y en su trabajo de Tesis (1892) presentó nuevas experiencias

en seres humanos,que mostraron la actividad de esta planta.

En el mismoaño, 1892, se creó la primera Comisión ptra establecer

el Código Medicamentario Argentino, y en éste se incluyó Il tesi y

distintas recetas para su administración.

Paralelamente, la casa Merck de Darmstadt, envió a la Universidad

de Erlangen una cantidad de teni, cuyo estudio sirvió de trabajo de

Tesis a Hantzschel (1895), la cual no pudo ser consultada.

Parrot y Chevalier (1910), quienes mencionaron los trabajos de

Arata y Gelzer, confirmaron la nresencia de un alcaloide tóxico en las
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raíces, sin sislarlo.

Posteriormente, Chevalier y Goris (1910), estudiaron la composi

ción química de la leche de mujeres jóvenes a las cuales se les había

administrado infusiones de M. brachystephana y encontraron que los

porcentajes de g“asas, caseína y lactosa, se mantuvieron similares a

los valores normales, con el tratamiento de tasi, al que calificaron

de "galactógeno fisiológico."

J. A. Dominguez, en su publicación Datos para la Materia Médica

Argentina, hiso un resumen de las observaciones efectuadas por la mayor

parte de los autores anteriores e indicó que el tusi fue preconizado

comogalactógen0(l905).

Posteriormente a los trabajos mencionados, y hasta el comienzo de

esta Tesis, no hemosencontrado ningún trabajo nuevo, sobre estudios

químicos o biológicos con esta especia de Asclepiadácea.

ENSAYOS BIOLOGICOS ACTUALES

Con el concurso del Dr. J. M. Dominguez,del Instituto de Investi

gaciones Médicas de 1a Universidad de Buenos Aires (1973). se realizaron

una serie de experiencias con extractos acuosos de M. brachystephana,

en conejas preiadas, según los métodos actuales para la investigación

de actividad gslactogénica, con el resultado de 1a aparición de un lí

quido con aspecto de leche en las glándulas mamarias, y con un porcenta

je de lactosa (1,9 S) de acuerdo con la que contiene la leche de cone

ja. Los testigos dieron resultados negativos.
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En la fotografía adjunta, pueden apreciarse laa glándulas mamarias

en una coneja a 1a que se administró extracto acuoso de M. bracbyste

Ehana (a), Junto a una hembratestigo (b), sacrificadas en el día vigé

simo de su período de gestación.

(a) (b)

Por otra parte, los Dres. Montuori y Ceñal (1974), efectuaron en

sayos en ratas, según un método desarrollado por ellos, en el que se

estudia el aumento de peso de las crías de 17 días de vida, que se sepa

ran de 1a madre, tratadas con extracto acuoeo de M. brachystephana,

durante 7 horas, y luego se laa reúne con ella nuevamente por dos horas.

E1 aumentode peao de las crías, en estas condiciones. fue superior a

los testigos, de madresno tratadas con el extracto de taai.
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III. ALCANOS DE ASCLEPIADACEAS

INTRODUCCION

Los alcanos están ampliamente distribuídos en ios heinos Vegetal y

Animal. En las plantas, son abundantes en las ceras de las cutículas,

las cuales actúan entre otras funciones, comocubiertas protectoras de

hojas y tallos.

La investigación química detallada de los variados constituyentes

de esta cubierta protectora, fue relativamente mas lenta que la de otros

productos de separación mas sencilla.

Unade las primeras contribuciones a su estudio, fue la de Chibnall

y sus colaboradores, en el año 1934 (a, b), quienes emplearon el méto

do clásico de cristalización fraccionada, y comocriterio de pureza,

los puntos de fusión y el espectro de difracción de rayos X de los cris

tales.

Su trabajo cuidadoso, demostró que muchos componentes "puros"

aislados previamente por otrrs autores, eran en realidad mezclas.

Desde comienzos de la década del 60, con al desarrollo de las téc

nicas de cromatografía en fase gaseosa y espoctrometría de masa , se

ha facilitado el estudio de tales mezclas, y han comenzadoa usarse co

mo criterio taxonómico (p. ej. Purdie y Truter, 1961; Eglington y Hamil

ton, 1967), en base a las siguientes consideraciones: a) facilidad pa

ra su extracción y análisis; b) 1a universa;idad de su existencia; c)

la variación de la composiciónobservada para distintas especies y d)
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ras son productos finales de las funciones metabólicas regulares de las

plantas.

COMPOSICION QUIMICA DE LAS CERAS

Los estudian modernos revelaron que las ceras de hojas, son mez

clas complejas de series homólogas de sustancias orgánicas de cadena

larga, con distirtos grados de oxidac1ón, complicada por 1a ubicación

y númerode grupos funcionales, y el grado de ramificación e insatura

ción.

Los grupos de sustancias principales son los siguientes:

1) Hidrocarburos alifáticos. En estas mezclas, predominan los alcanos

lineales de número impar de átomos de carbcno (021 a C35), aunque

existan casos en que 1a proporción de hidrocarburos de número par

de átomos de carbono, puede representar ha:ta el 50%del total de

los mismos. Son poco frecuentes los alcanoa no saturados (Shawy

Yeadown,1966; Sürmg;.g¿., 1964). y aquellos ramificadoa, que con

tienen grupos metilo en posición 2 (iso) y en posición 3 (anteiso)

(Hold gg.a_1., 1963; Eglington e_t_.3;” 1966).

2) Alcoholes. Los mas habituales aparecen comoestores entre alcoho

les alifáticos primarios. con áciños carboxílicos del mismotipo,

aunque también pueden aparecer libres. Los alcoholes mas frecuentemen

te aislados, tienen número par de átomos de carbono (622 a C32), lo

mismo que los ácidos (C14 a C34).
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También Se identificaron con menor frecuencia, a(,UJ—dioles e

hidroxiácidos (Baker y Martin, 1963).

V3 Compuestoscarbonílicos. Son poco comunesy característicos de algu

nas especies, comocetonas, o-dicetonas (Horngt.g¿., 1964) y alde

hídos (Radler y Horn, 1965). En algunas plantas se encuentran polí

meros de aldehídos, resultado de 1a condensación de otras moléculas

con dichas funciones, producidas por el organismo vegetal.

LOS ALCANOS DE LAS CERAS

Los alcanos se hallan presentes en las ceras vegetales en propor

ción muyvariable, desde pequeñas cantidades en le caña de azúcar (10%)

hasta 90%en una Solandra (Solanácea) (Herbin y Robins, 1968a , b).

La ubicuidad de las ceras en las cuticuias de las familias de las

Angiospermaa, resulta bien clara, dei estudio de 36 de las mismas que

representan unas 60 especies (Herbin y Robins, 1969). Sus resultados

son confirmatorios de los primeros trabajos en que predominan como com

ponentes mayores los hidrocarburos de número impar do átomos de carbo

no, representados principalmente por el da 029 (nonacosano), C31

(hentriacontano) y C33(tritriacontano).

Dentro de ese muestreo, es mas importante el compuesto de C31,

siguiendo el de 033 y luego 029. Los hidrocarburos de carbono par,

son componentes menores, siendo los mas destacados C30, 028 y 026,

llegando excepcionalmente a porcentajes elevados aunque sin superar

nunca a los de carbono impar.



Eatos datos amplían los rec0pilados anteriormente por Douglas y

Hamilton (1966) y Eglington y Hamilton (1963).

BIOSINTESIS

El hallazgo que los componentes mayores de los alcanos, tenian un

número impar de átomos de carbono, indujo a Chanon y Chibnall (1929) a

señalar que los mismospodían provenir de ácidos grasos saturados en

los que, como es conocido, predominan longitudes de cadena de número

par de átomos de carbono.

Pocos años después, Chibnall y Piper (1934). indicaron la hipóte

sis que los alcanos de cadena larga, provendrfan por procesos de prolon

gación de la cadena de ácidos grasos de cadena media, y posterior des

carboxilación.

Esta hipótesis fue confirmada por Kolattukudy (1965, 1966, 1967),

empleando precursores con carbonos marcados, quien lo estudió en Brasica

olergcea L. La prolongación, ocurriría por el clasico proceso biogené

tico de producción de acidos grasos en organismos animales.

Las propuestas efectuadas sobre 1a posibilidad que ocurra otro

tipo de condensación de ácidos grasos, no han sido confirmadas (Kancda,

1967. 1968).

HIDROCARBUROS DE ASCLEPIADACEAS

La revisión de la literatura, tal cono se indicó anteriormente, ha

permitido encontrar sólo un trabajo en el cual se identificó y se esta
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bleció la proporción de los hidrocarburos de un grupo (6) de especies

de Asclepiadíceas. todas ellas perteneciendo s1 género Asclepia , y que

crecen en los Estados Unidos (Pistek y Eichmeier, 1972).

En las especies estudiadas por los autores mencionados, predomi

nen los alcance de número de ¿tomos de carbono impar.

En tres de las especies N0 l, 2 y 3 (Fig. l). predomina el hidro

carburo de C313en dos de ellas, el porcentaje es elevado (63%). mien

tras que en la tercera (No 3), es de 371. En los tres casos. le sigue

en importancia el hidrocarburo de 029). Este hidrocarburo (629) predo

mina en dos de lss especies restantes, pero ls proporción es variable,

ya que en una de ellas (N° 4), el porcentaje es elevado (595). y en ls

otra (H0 5) en cambio en bajo (32%), siguiendo en importancia el hidro

carburo de C31 y el de 027 .

Este hidrocarburo. de 027. se transforma en el mas importante en

la especie N0 6. seguido de 629 y luego C31.

Los autores establecieron en bese a ese variabilidad, que no se

podían hacer correlaciones quimiotaxonámicas, para ten reducido número

de especies.

HIDROCARBUIDS DE ¡DRRENIAS

En el caso de las especies de flgxrenis estudiadas por nosotros,

que también fueron seis, el an‘liais de los slcanos de las ceras, dio

resultados muysemejantes (Fig. 2).

Hay un evidente predominio del componente de 031 (entre 40 y 52%)
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Contenido total de alcnnos de especies de Asclepl;
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FIGURA 1
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en todas las especies estudiadas, seguido en todos los casos, con

une variabilidad mayor, del elceno de C33 (entre 18 y 33%). h esta:

siguen en forma declinante, los hidrocarburos de C29 e C23, en mucho

menor proporción.

Es conveniente señalar, que en el caso de le M. conectens y Je

M. schulziene, donde el hidrocarburo de C33 adquiere una proporción

mayor, ocurre consecuentemente una disminución en el porcentaje

de 031.

La distribución de los elcanos en les Morreniae, es asi mucho

mes homogénea en este pequeño número de esnecies, que en el caso de

las Asclepies. Sin embargoel númerototal de especies de Asclepie

dáceas estudiadas, no permite generalizar los resultados.
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Contenido tota] de alcanos de especies de Morrenin
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FIGURA 2
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IV.JOSlflAVMKHDES

En 1a Naturaleza se han encontrado una serie de productos con es

tructura benzopirínica, que poseen un núcleo aromático y que en conjun

to se conocen con el nombre de flavonoides.

Una sustancia, con is estructura fundamental de los mismos, fue

aislada en 1914 por Müller de Primula japonica y Primula pulverulenta,

cuando ya se conocían otras sustancias con igual estructura, pero con

distintos sustituyentes (xigenados.

La sustancia (25). “e ha ienominadofiavons (dei latín, fiavus:

amarillo), y puede considerarse también comouna 2-fenil cromons.

(25)

El esqueleto hidrocarbonado de 15 átomos de carbono, consiste, de

dos anillos aromáticos (A y B), unidos a través de tres átomos de carbo

no, los cuales forman parte de un aniLh: X-pirona. Esta estructura

suele esquematizsrss comoC6 -C¿ -Có.

Posteriormente ne aisisron de las plantas, numerosas sustancias

que tenían comobase la estructura fundamental (25), con distinto gra

do ds oxidación —dandoorigen a distintos tipos de compuestos-, que si
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bien estaban vinculadai a la misma, presentaban iiferencias estructura

les mas marcadas.

Comoel número de estas variantes creció no ablemente, Se denoJinó

a estos compuestos con el nombre genérico de flavonoides, incluyeLdo a

veces entre los mismos a algunos que formalmente no tienen el núcleo

benzoniránico, pues se consideró comomas inportunte que resnundieran

al esquema 06-03-06.

La mayor parte de los tinos estructurales encontrados, que se ín

cluyen en sentido mnplio entre los flavonoides, poseen las estructuras

que se indican en la Fig. 3.

El grupo de flavonoides que contiene el mayor número de sustancias

es aquel con la estructura carbonada de la flavona (30). La hidroxila

ción en posición 3 (3-h1drox1f1avonas), dio lugar a uno de los grupos

mas numerosos, los flavonolea (33). Estos se escriben siempre en la

forma enólica, que explica mejor sus reacciones.

La reducción de (30), conduce a las dihidroflavonaa (flavanonas,

29), y la reducción de (33), a los dihidroflavonoles (3-hidroxif1avuno—

nas, 31).

En algunos compuestos, ae ha reducido químicamente la doble unión

del flavonol, y el grupo cetona a alcohol, dando lugar a sustancias

denominadas leucoantociunidinas (32) que no se aislaron comotales

(ver mas adelante), y de amplia difusión en compuestos condensados

mas complejos, comoson los taninos no hidrolizables.

En otros casos, cuando el carbono de posición 4 no posee sustitu

yentes oxigenados, da origen a las denominaaus catequinas (3L).
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Las leucoantocianidinaa, que son productos incoioros que fueron

aislados como glicósidos por primera vez por fiosenheim en 1920, por

acción del ácido clorhídrico, formanlas antocianidinas, estructuran

tipo (35). Estas últimas son las agliconas de las antocianinaa, sustan

cias colorantes naturales, muydifundidas entre las plantas.

Se sugirió que las leucoantocianinas, eran las responsables del

amplio rango de reacciones que se atribuyen a los taninoa. Mas tarde

se aclaró que en realidad dos grupos de sustancias eran a las que

debía atribuirsele las propiedades mencionadas, los f1avan-3,4-dioles

(32a)(leucoantocianidinus), y los flavan-B-olea (32 b) dímeros y

OH

O Illiil OH

(32 a) (32h)

oligómeros, que se denominaron proantocíanidinas (Weingeeg_.gl.,

1969; Thompson gg.a_l,., 19'72).
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Los demás grupos de compuestos flaVOnoides, pueden distinguirse

por las diferentes posiciones de condensación de] grupo fenilo en la

cromona (isoflavonoides (38), neoflavonoides (39)), por condensación

de dos unidades de los anteriores (biflav<noides, 36) y dfmeros y

polímeros, o por incorporación de otros átomos de carbono (¿0), (41).

Cada uni de las sustancias anteriores da origen a un grupo de

las mismas, :omoresultado de le sustitución de un átomo de hidróge

no, por grupls oxigenados (-OH, -OCH3,-OCH20-),y la posibilidad de

formación de 0- y C-glicósidos, e tal punto que no todos los flavonoi

des se han aislado en estado libre en los vegetales.

En el anillo A (25), de la mayoría de los compuestos flavónicos,

los grupos hidroxilo están sustituidos en :arbono 7, o en carbono 7

y carbono 5, y generalmente no estén metilados.

El anillo B (25), está usualmente sustituido por 1, 2 ó 3 grupos

hidroxilos o metoxilos. Cuandohay un sólo sustituyente, este ocupa

en la mayor parte de los casos la posición 4', que es para con res

pecto al punto de unión del anillo a1 resto de la molécula. El segundo

y tercer sustituyente, ocunan una posición 2:22 el primero, es decir

en los carbonos 3' y 5'; estos dos últimos grupos a menudoestán me

tilados. La hidroxilación del anillo B, se parece por lo tanto a la

encontrada en los ácidos cinámicos.

Algunos derivados del ácido cinámico de aparición habitual en

los vegetales, son los indicados en las fórmulas (¿2) a (¿5).
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(1.2) H1:H2:-H a'c. p-cumárico
R ;

1 ‘\\ POOH (43) R1: —OH;R2: -H ac. cafeico

Ho (41.) R1: H2: 4)CH3 a'c . sinápico

H2 (45) R1: -OCH3;R2: -H a'c. fenïlico

Existen además un grupo reducido de flavonoides, con un número

elevado de sustituyentes oxigenados (por ej. gardenina, S-hidroxi

3,3',4‘,5',6,8-hexametoxif1avona;hibiscatina, 3,3',4',5,5',7,8-hepta

hidroxiflavona), estos compuestos, ademásde poseer 1a sustitución

clásica, presentan funciones oxigenadas en posiciones menosfrecuentes.

En muchosde los casos, los flavonoides existen en las plantas

comoglicósidos, uno o dos de sus grupos hidroxilos (excepcionalmente

tres), están unidos a un hidrato de carbono. En algunas oportunidades,

se han obtenido de plantas flavonoides libres, lo cua] es probable que

se produzca durante el curso de la extracción. La mayoría de los tejidos

vivos, contienen glicosidasas muyactivas que pueden actuar aun en

presencia de solventes.

Generalmente los giicósidos flavonoides, son mas solubles en sul

ventes polares que las agiiconaa correspondientes, y en cambio 1a mis

ma disminuye en solventes no próticos.

Hay también una variación en los hidratos de carbono que forman

los glicósidos en los flavonoides, son pentosas y haxosas (monósidos)

y di y trisacáridos (biósidos y triósidos). La D-glucosa es la mas

frecuente, siguiendo 1a D-galactosa y L-ramnosa, y estas mas corrien
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tamente que la Lparabinosa; el ácido D-glucurónico y la D-xilosa son

raros.

Masrara aun es la presencia de apiosa, en un disacárido (apio

sil-glucosa), que se encuentra en el glicósido apiina (aislado del

perejil), dondela agiicona es la apigenina (L',5,7-trihidroxi flavo

na).

Las posiciones de glicosilación mas frecuentes son en los hidro

xilos de carbono 3 y 7, le siguen en importancia O-glicósidos en S y

finalmente en 4‘.

En algunos casos también se aislaron C-glicósidos, y otras veces

flavonoides con restos C-isoprénicos. Masreciente fue el aislamiento

de estos compuestos comoésteres sulfato (Harborne, 1975).

BIOSINTESIS DE FLAVONOIDES

Introducción. Lu buena estabilidad de la mayorparte de los fiavonoides,

su presencia en un númeroconsiderable de especies vegetales, unido a

una cierta facilidad de aislamiento e identificación, determinó que se

hayan aislado varios centenares de loa mismos, predominantemente de ve

getales superiores.

Cuandose pudieron usar isótonos radiactivos para efectuar estu

dios metabólicos (Birch y Donovan, 1953). se trató de corroborar las

hipótesis inicialmente propuestas por Sir Robert Robinson (1921), que

los flavonoides están formados por una unidad 06-03 que se unía

a una unidad C6. La primera unidad ( C6-C3 ) provendrfa del acido
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cinámico o un compuesto relacionado, y la unidad Có de tres unidades ce

eeeteto.

El progreso ha sido considerable, y las experiencias con materia

lee marcados dieron una información que actualmente está siendo analí

zeda con detalle, mediante el empleo de laa enzimas que intervienen en

cada una de las etapas de su metabolismo.

En base a las hipótesis de Birch y Donovan (1953). Griaebach

(1962). postuló que 1a primera reacción en 1a bioafntesis de flavnnoi

des es la condensación de un ácido cinámico activado (unidad Có-Ca,

probablemente como éster de 1a Coenzima A ( CoA)), con la entidad que

formara posteriormente el ciclo A, para dar el primer producto esta

ble, una calcona. Esa entidad, se forma a partir de ¿cido acético,

via malonil-SCOA, ein conocerse las etapas que conducen de malonil

SCoAal nucleo A unido al resto, para dar 1a agrupación 06-03-66.

En la Figura 4 puede verse 1a formación de una calcona, a través

de un mecanismo hipotético (sin establecer e] número de etapas en que

ocurre).

0 “" SCOA|

9 0 0 (nlx á
< , OH

C\ {x —Jár—<í::>}- 0 /D
/CH2 COASNQ

3 CoASm
(I

0
26 flavanona (29)

calcona ( ) FIGURA Á
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Se demostró posterionmente que en los tejidos vegetales, se encuen

tra una enzima que cataliza le transformación de la cslcona en flavann—

na en forma reversible, produciendo por lo ¿anto un equilibrio (Wong

y Houstafa, 1966).

Los pestularos de Grisebach, encontraron sólido apoyo experimen

tal, cuando Walton y Butt (1971) demostraron 1a existencia en varias

especies vegetales de una cinamoil-SCoAsinte asa, proponiendo un

sistema de activación similar al de la fordación de acetil-SCoA.

cinamato + ATP -—- cinamoil-AMP + PPi‘_
cinamoil-AHP + CoASHz cinamoil-SCoA + AMP

BIOSINTESIS DE LA UNIDAD Có-C3

La unidad 06-03 de los compuestos fenilpropanoides naturales, se

origina en el metabolismo de los hidratos de carbono, siendo el compues

to clave, el ¿cido shikímico, que es e] precursor de un buen númerode

esquemasbiosintéticos, y sobre el cual hay buenas revisiones comolas

de Bohm (1965) y Geissman y Crout (i969).

La conversión de ácido shikimico en L-fenil alanina y L-tirosina,

aminoácidos que en las plantas son los precursores de los ácidos ciné

micos, puede verse en la Figura 5, en 1a cual se observa comoel ácido

pirúvico, aporta tres átomos de carbono, produciendo en primer lugar

el ácido corísmico, el cual conduce por mecanismosenzimáticos a los

acidos fenilpirúvicos, los cuales a su vez p\r procesos de aminación

dan los aminoácidos mencionados.
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Se ha demostradoque la L-fenil alanina o la L-tirnsina, en cier

tas plantas, puedenconsiderarse intermediarios obligados, en las

transformaciones biosintétiCus que conducen a los ácidos dinámicos,

cumarinsa y unidades fenil prepanoides de ligninas y diversos flavunoi

des (Grisebach y Barz, 1969; Harborne, 1967).

Pero no sería difícil 1a existencia de otros mecanismosde produc

ción de dichas sustancias, pues Swain y Williams (1970), administran

do a plantas de girasol (Helianthus 22223 ), L-fenil alanina y sacarosa

difusamente marcadas, encontraron una incorporación de 140 a ácido

cafeico que no podía esperarse por el mecanismoanterior.

Posteriormente, Barz y Hüael (L9VJ), demostraron en Else: arietinum,

IACque el acido cinámico-J- es mejor precursor que D,L-fenil alanina

L1-14d'de flavonnles comoquercetina, canferol e isoramnetina.

CONVERSION DE CALCONAS A FLAVONOIDES

La posición clave de las calconas en la biosíntesis de flavonnides,

está actualmente bien establecida. Experimentos efectuados con Sustan

cias marcadas, mostraron que las calconas son precursores de flavanonas

(Hong, 1965); flavanonoles (Wong, 1965; Grisebach y Kellner, 1965);

flavonas (Grisebach y Bilhuber, 1967); isoflavonas (Grisebach y Brandner,

1961); flavonoles (Grisebach y Patschke, 1961); catequinas (Patschke y

Grisebach. 1965) y auronas (Hong. 1966).

La tendencia actual de estos estudios, es tratar de establecer Ja

secuencia en las etapas entre las calconas y los diferentes flavonoides
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y la búsqueda de las enzimas que caLalizan las mienas.

La transformación de las calcooas en flavanonas, es una reacción

reversible, catalizada ¿g vitro por ácidos y bases (Geissmany Clinton,

1946; Zempléngg.g;.. 1944), e ¿g ¿llo por enzimas específicas presen

tes en plantas, donde las flavanonas predominanen el equilibrio.

El problema era determinar, ai ambas (calconaa y flavanonas) eran

los precursores primarios de los demás flavonoides, o una de ellas

actuaba comotal. Ademásreanltó interesante conocer cual de los isó

meros de flavanona se formaba a partir de calconas por acción enzi

mítica.

En uno de los primeros experimentos efectuados con una enzima

obtenida de habas de soya (Wongy Moustafa, lqóó), la isomerosa dio

lugar a 1a formación de uno sólo de los isómeros ópticamente activos,

levógiro, de flavanona (¿3).

H

H

o ,

0

(42) (43)

Los trabajos de Hong (1968) y de Hong y Grisebach (11b9), emplean

do mezclas de calccnas y flavanonas marcacas con 140, indicaron que

solamente las primeras son precursores de los ccmpuestos flavonoides.



Nong (1968) llevó a cabo dos experiencias paralelas, empieundo

mezclas de una calcona, la iaoliquiritigenina (¿2), con el isámero

levógiro de la flavanona obtenido por acción enzimática, la (-)-liqni

ritigenina (L3).

En la experiencia a), se administraron cantidades iguales de

14C-isoliquiritigenina [CO-ILQ]y (-)-liquiritigenina; y en ia expe

riencia b) 140- (-)-liquiritigenina con la calcona sin marcar. Ambas

mezclas se administruron individualmente a brotes de trébol (Trifolinm

subterrnneum), y a extractos libres de células de brotes de garbanzo

(Cicer arietinmn).

Del trébol Se aislaron: 4‘,7—dih1droxi fïavona (LL) y las iso

flavonaa daidzeina (45) y fnrmononatina (46); y de loa extractos pre

parados con brotes de garbanzo, solamente el flavononol, garbanzol (47)

todOS los cuales tenían actividad específica, vale decir que presen

taban incorporación dul producto marcado suministrado.

(1.4) h: -H (1.5)

R: -CH3 (1.6)

La radiactividud de los L productos aislados, cuando se administró
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la mezcla a), fue el doble que cuando se administró la mezcla b), (en

amboscasos se partió de iguales actividades específicas), lo cual se

interpretó, considerando a 1a calcona comoel mejor precursor de flavo

nos, isoflavonas y flavononoles.

Estos resultados fueron confirmados en experiencias que solmnente

se diferenciaron de las anteriores, en que se administró simultaneamen

te mezelas equimoleculares de isoliquiritigenina-IAC y (-)-11qu1riti

genina trítiada. En los compuestosaislados ya mencionados, las relacio

nes T/1¿C indicaron que la calcona se incorporaba mas rapido que la fla

vanona, por lo tanto, los autores confirmaron que la calcona sería el

mejor precursor de estos flavonoides. Debidoa la reversíbilided de

1a reacción calcona-flavanona, se comprendeque las flavanonas mostraran

también incorporación en flavonoides (Patschke gtqg;., 1964; 1966;

Grisebach, 1965).

Sin embargo, el camino por el cual las calconas pueden transfor

marse en algunos flavonoides, sin pasar por 1a etapa de flavanonas,

no está totalmente aclarado, razón por la cual, Grisebach se refiere

actualmente a estos dos precursores, comoel par calcona-flavanona

(Zaprometov y Grisebach, 1973).

CONVERSION DE CALCONAS A 3-HIDRÜXIFLAVANONA3 (DIHIDHDFLAVONULES)

Se formularon varios cmninos para la f)rmación de 3-hidroxifla

vanonas: 1) oxidación directa de una flavanona en C3; 2) fonnación vfa

epóxido de calcona; 3) camino flavanona-flavona-flavonol-dihidrofla

vonol; 4) adición de agua a la doble unión 2,3 de una flavona. Figura 6.
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Podrían descartarse los caminos l y 2, o los caminos 3 y A, em

pleando una calcona marcada con tritio y 140 comoprecursor.

Grisebach y Kellner (1965) estudiaron el problema, administrnrno

2',L,L',6'-tetrehndroxi calcona-2'-glucósldo- [fl-1¿C-fl-.] (¿B),Con

una relación 1l‘C/Tde 1:2,1 a hojas de Chamaecxharis 293223, de la

cual se había aislado previamente 3,3',L',5,7-pentahidrox1 flavona-B

xilósido (L9). Despuésde varias purificnciones, el xilósido de taxi

folina radiactivo (L9), mostró una relación de 1l‘C/Tde 122,3. Estos

resultados mostraron que el Lritio se retiene en la posición 2 duran

te la biosírtesis de taxifollna (49, H2: -H); de esta manera se des

cartaron los caminos 3 y 4. (Figura ó)

- -xilosa
R3: -H

(1.9)

FIGURA 6
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En relación a los caminos l y 2, hay que discutir primero algunos

aspectos eatereoquímicos. Los dihidrofiavOnoles, tienen dos carbonns

asimétricos y pueden existir 4 formas ópticamente activas (Tominagn,

1958). Todos los dihidroflavonoles encontrados en la Naturaleza

tienen los grupos 2-arilo y 3-hidroxilo en posición trans (ecuatorial

ecuatorial, unaney, 1962). p. ej. (50)

OH

Esto es análogo para los compuestos de ia serie de las catequinas.

Asi, las (-)-f1avanonas y los (+)-dihidrof1avonoles tienen la misma

estereoquímica absoluta en el C-2 (Hhalley, 1962).

La síntesis de dihidroflavonoles ig vitro, a través de epóxidos

de calcona, también conduce a productos trans (Fischer y Arlt, 1964).

Por otro lado, la oxidación directa de flavanonas en C-3 (p. ej. con el

reactivo de Fenton) parece conducir a cis-3-hidroxif1avanonas, o sea

distintas a las naturales (Maheshy Seshadri, 1955).

Sin embargo hay enzimas oxigenasas, que sustituyen átomos de

hidrógeno ecuatoriaies, por hidroxilo, sin cambio de configuración

(Hayanogt.g;., 1958). Por lo tanto es posible que las 3-hidroxif1uva

nones se formen de sus precursores, flavanona, por acción de enzimas
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oxidantes específicas, o a través de un epóxido de calcona, comose

sugirió antes, sin estar aclarado actualmente el verdadero intermedia

rio biogenético, que se sigue buscando. Estos experimentos muestran

las dificultades que existen en relación a los caminos l y 2.

Recientemente, dos grupos de trabajo, estudiaron la conversión

enzimática de calcona a dihidroflavonol y/o auronas. Unode los gru

pos (Rathmell y Bendall, 1972), oxidó 2’,4,4'-trihidroxicalcona (51)

con una peroxidasa aislada de rabano picante, en presencia de agua

oxigenada. Obtuvieron 4',7-dihidroxif1avonol (52), y 4‘,6-dihidroxi

aurona (53). Además,los intarmediarios aislados, incluyeron estereo

isómerosde 3,4',7-tritidroxif‘lavanona y 4',6-dihidroxi-2(0L -hidroxi

bencil) cumaranona.

no o

CH‘00”
o

(51) (52) (53)

E1 segundo grupo (Wongy Wilson, 1972), usando una enzima purifi

cada de brotes de garbanzo, detectó los miSmosintermediarios, y tum

bién unaespirodienona inestable (54), isómera de 4',7-dihidroxiflavo

n01. Se formaron además varios compuestos, algunos de los cuales repre

sentan estereoisómeros de una espirodienona hidratada. Pero el signi
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ficado de estos productos en la biosíntesis de flavonoides i vivo,

todavía no ha sido determinado.

(54)

3-HIDitOXIFLAVANONhS COMO PRBCHL‘SOHISS DE FLAVUNOLES Y ANTOCLANIDINAS

De los re3ultados obtenidos con calconas marcadas (Grisebach y

Patschke, 1961; Patschke y Grisabach, 1965), el camino que conduce a

flavonoídes con distintos estados oxidativos, no ocurre antes de la

formación del intermediario de CIS. Esta conclusión fue también confir

mada por Harborne, trabajando con mutantes de color (Harborne, 1962).

Las 3-hidroxiflavunonas (dihidroflavonoles), pueden considerarse

comolos precursores inmediatos de flavonoles y antocianidinas. La

deshidrogenación de los dihidroflavonoles naturales, se consigue fácil

mente en el laboratorio, ya que los átomos de hidrógeno que se eliminan

de las posiciones 2 y 3 están en posición trans (Fukui y Fujimoto, 1966).

La conversión de dihidroflavonoles a antocianidinae, con el mis

mo nivel de hidroxilación, puede tener lugar por el mecanismoindi

cado en la Figura 7.

Para probar osta hipótesis experimentalmente, Barz gt.gl., (1965),
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y Patschke33.21., (lüóóa), administraron 3,4',5,7-tetrehidroxif1ava

nona( dihidrocanferol) (55), marcadocon tritio (estando localizada,

41,5%de la actividad en los 0-2 y C-3), y D,L-fenil elanina-l-1¿C

“o”? Ho a Ü\
i' r' —’ Ü

H u / ou
OH

H0

H0
H9

FIGURA 7

comostandard interno, e brotes de trigo serreceno, y determinaron le

actividad correspondiente a tritio y 140 en quercetina (56) y cianidina

(57) que aislaron de esos brotes. Se hicieron experimentos controles

con canferol-T (58) y fenil alanina-l-ILC.

Los resultados obtenidos, permitieron establecer, que el dihidro

cenferol (55) es un precursor mes eficiente que el cenferol (58) en la

biosfntesis de flavonoles y antocienidinas. El aumentode le relación

T/lLC en la incorporación de dihidrocanferol en 1uercetina (56), demos

tró que este compuestoes mejor precursor que lu fenil elanina, para lu

formación de flavonoles. Comoel dihidrocanferol fue un precursor mas

eiiciente que el canferol en le biosíntesis de quercetina, esto indicó

que el primer compuesto es mejor sustrato para introducir un grupo

hidroxilo en la posición 3'. Por consiguiente la reacción de hidroxi

lación ocurre antes de le deahidrogeneción, y la incorporación en (SR)

tendría lugar a través de dihidrocanferol (55) (bigura 8).
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BIOSIHTESIS DE AHÏUCIANIUIHAH Y LEUUÜnNïMCIhNIUlNAS

‘ Se sabe que las antocianidinas (agliccnas de las ¿ntocieninas),

Se forman a través del camino principal de flavonoidea, probablemente

pasando por dihidrofiavonoles, pero quede por dilucidar las Última“

etapas en su biosíntesis. En la mayoría de las plantas, uno de lns

últimos pasos está controlado por 1a luz. Fueron Deuar y Sutherland

(1970) quienes llevaron a cabo experimentos fotolfticos que sugirieron

que las antocianidinas podrían formarse directamente de calconas.

La fotólisis de Z-hidrcxicalcona (59) en etanol, durante 8 horas,

dio 2-otox1flav-3-eno (60) con un Üflí de rendimiento, el cual es fácil

mente convertido en medio Ácido en la sal de flavillo (61).

0 ohO/ ' \
11*Etoïï\ / "-” a /

(59) (ón) (61)

Los precursores naturales de las antocíunldinaa, de esta manera,

I serían polihidroxicalcenus, y uciuuhnunte se está tratando de obtener

resultados comparables con sustratos mas complejos.

Las antocianidinas, pueden obtenerse químicamente por dos métodos

distintos. Por ejemplo la delfinidina (¿4), se obtuvo por hidrólisis
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de la delfinina (62), o por tratamiento ácido del flavan-3,4-diul

(1eucodelfinidina)(63).

OH

Hnos
ÍÍII] \\ OH

OH

1’, Ouülu UH

H s\\\\\‘. [lliil(62) +
H H0 0 \ ou

H

UH OH

(64)

(63)

Su fácil interconversión química, sugirió una relación biogené

tica próxima con las antocianidines, pero se acepta en general que las

leucoantocianidinas se biosintetizan por una ruta distinta.

Los datos genéticos (Alstom y Hagan, 1955) y una reciente inves

tigación de los pigmentos de mutantes coloreadas de Egg ggïg (Styles

y Ceska, 1972), señalaron distintos caminosde bíosíntcsis.

Es significatiVo el hecho que las nrlmeras leucoantocianidinas

aisladas, melacacidina (65) y mollisacucidina (66), dieron por trata

miento ácido, antocianidinaa con estructuras poco comunes. lo cual

veríficaría la hipótesis anterior. (Sobre la nomenclatura upIICuda

a estos compuestos, ver al comienzode este capítulo).
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En un estudio de la química y distribuc16n de proantocianidinus

Thompson23.3¿., (1972), aislaron varias prountocianidinas diméricas
OH OH

OH

H0 0 H0 Íillu 0llliii OH OH

ou ou

(65) (66)

y triméricas. El estudi« mostró que estaban siempre acompañadas por

(+)-catequina y (-)—epi«atequina, o una mezcla de ambas, de acuerdo

a la composición do la proantocianidina presente en 1a planta.

En contraste, los f1avan-3,L-dioles, estaban ausentes, y los

autores sugirieron que la síntesis de proanbocianidinas, no involucra

la condensación catalizada por ácidos de esoos 3,4-dioles, comose

mencionófrecuentemente. En su lugar se proouso, que las proantociani

dinas, se forman exclusivamente por polime ización oxidativa de

flavan-J-oles y basaron esta idea, en experimentos con sustanuias marca

das.

Thompsonggfig¿., (1972) administraron (-)- [U-ILC] -(p1cateqnina

(67) a retoños de 52923 ¿22223, y después de 7 días, aislaron la pro

antocianidina (68) que contenía un 14%de Ja actividad de 1a susznncia

original. Un aporte indirecto a este trabajo, provino de un estudio de

los flavonoides de duramende Acacia niggescens (Fourie 9;.g¿., 1972).
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Todos los componentespresentes tenían siempre los carhunos 3', L',

7 y 8 sustituidos con hidroxilos. La sustitución en la posición 8

prevenía la formación de proantocianidinas, y por lo tanto no podrían

\\\ OH

OH H

H0 0 ,' OH OH

‘KOH H

OH ‘sOH

(en) 0“ (se)

detectarse ningunode tales polfmeros. El precursor necesario, 3',¿',

5,7-tetrahidroxiflavan-B-ol también estaba ausente. Por otro lado,

estaban presentes la calcona (26), flavanona (29), flavonol (33),

dihidroflavonol (31) y el fluvan-3,L-diol (32)(Figura 3), todos los

cuales respondíana 1a suatitución 3',4',7,8-tetrahidroxi de este

último, y la bencilcumaranona nigrescina (69).

H

OH

(69)

Harborne, sugirió que la sustitución de los flavonoides en Ju

posición 8 (por hidroxilos en Acacia, o por glicosilación con unión

C-C), es de un significado evolutivo especial (Harborne, 1972).

Representaría un mecanismoprimitivo ( como la sfntesia de proan
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tocianidinas) y estaría reemplaza'o en texas mas avanzados por 1a susti

tución en la posición 6. E1 mecanismonor el cual grunos funcionales se

ubican en 1a posición 6 u 8 del núcleo flavonoíde, es aun desconocido.

BIOSINTESIS DE ISOFLAVONOIDES

Las iaoflavonas son ieoméricas con las flavonau, y varios autores

desarrollaron teorías sobre la formacirn de la estructura de las prime

ras. Geissman y Hinreiner (1952), y Whalley (1956), sugirieron que podría

migrar un grupo feniJo durante el curso de le biosíntesís, mientras que

otros inVestigadoreu consideraban improbable tal reordenamiento

(Harburton, 1954).

Los principales estudios sobre la biosfnteeis de isoflavonas, se

llevaron a cabo con trébol rojo (Trifolium subterraneum), y germen de

"chana" (9122: arietinum). E1 primero, contiene formononetina (7-hidroxi

-¿'-metoxiieof1avona), y el segundo formononetina y biochanina A

(5,7-dihidrox1-L'-met0x11aoflavone) comoieoflavonae princinales.

La incorporación de fenil elanina-carhoxi10-1¿C-,2—1¿C-’3-140 en la

formononetina, indicaron una distribución de radiactlvidad comola indi

cada en la Figura 9, y que fue demostrada por degradación de la isofle

Á
.p COOH

“2

FIEURA 9
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vona (Grisebach, 1959; Grisenach y Doerr, 1959). Estos resultados,

mostraron que no se pierde en ningún momentoel carboxilo de 1a feni]

alanine, y que debe ocurrir una migración, en alguna etapa, del grupo

fenilo.

Experimentos en los cuales se administró a trébol rojo y germen de

chana 2’,L,4'-trihidroxi calcona-L’—g1ucósido-[(3-ILC], condujeron a

1a conclusión que 1a biosíntesis de ieoflavnnaa procede de la etapa

calcona-flevanona. La trihidroxicalcona, es incorporada en forma espe

cífica en formonUHetina, pero no en biochanina A, ya que esta tiene un

grupo hidroxilo adicional en el anillo A. En contraste, 2',4,4',6'

tetrahidroxi calcona-L'-g1ucósido-[[3-140] , es un buen precursor para

biochanina A, mientras que la incorporación es muy pequeña en formono

netina (Grisebach y Brandner, 1962; Grisebach y Brandner, 1961; Grise

bach y Patschke, 1960).

La prueba final para la demostración de la incorporación de

calconae-flavnnonas en isoflavonas, se realizó con 1a flavanone (70)

marcada en varios carbonos (Patschke g¿.gl., 1964).

(70)

En concordanciu con los resultados anteriores, 1a incorporación de
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(70) en 1a isoflavona con el mismogrado de hidroxilación (biochanina A)

fue muchomayor que en formononetina. La degradación de la isoflavona,

mostró que sólo hubo un ligero cambio en la relación de actividades

entre el anillo A/C-2 en biochanina A, mientras que en formononetina

esta relación cayó 1:7.

Tambiénse determinó la incorporación de (+) y (-)-4',5,7-trihi

droxi flavanona-S-glucósido-[-2-1401 en biochunina A y formononetina

en brotes de chana. Se comprobóque el compuesto levóglro, fue incorpo

rado 14 veces mas que el compuesto dextrógiro (Patachke gt._¿., 1966b).

Este resultado muestra la estereoeapecificidad de 1a via flavanona

natural-isoflavona, con el mismogrado de sustitución en el anillo A.

Los resultados comentados hasta ahora, muestran que la migración

del grupo fenilo debe tener lugar en la etapa de un precursor Có-CJ-Có.

El reordenamiento ¿g vitro de enóxldoa de calcona adecuadamente

sustituidos, conduce a iaoflavonas. Sin embargo, este reordenamiento

involucra la migración de un grupo benzoflo en lugar de un fenilo

(House 91.31., 1957; Grisebach y Barz, 1964) Figura 10.

FIGURA 10
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Brandner postuló que ve acuerdo a la estructura trans H-2 (axial):

H-3 (axial) de los dihidroflavonoles naturales, anría posible el des

plazamiento 0-2 *-C-3 del tnillo aromático con 1a formación de un catifs

fenonio intermediario (Brandner, 1962) Fipura 11.

((i

lO) o " (o: o H (o)¿H—- »e
R (o) o H

(0)

FIGURA 11

Segúneste autor, 1a reacción se iniciarïa ¿g xigg por 1a elimina

ción de un grupo pirofosfato comoanión, pero los esfuerzos para detec

tar ésteres fosfato de flavonoles en plantas, no fueron exitosos hasta

ahora.

Para probar la posibilidad si el reordenamientoa isoflavonas, tie

ne lugar en la etapa de dihidroflavonol, Barz gt.gl., (1965) administra

ron dihidrocanferol tritiado con y sin la adición simultanea de fenil

alanina-[l-IÁC] a brotes de chana, y determinaron la incorporación en

isofiavonaa. En experimentos paralelos, también se administró canferol

tritiado a dichos brotes (Barz y Grisebach, 1966). Los valores encon

trados mostraron que la incorporación de dihidrocanferol y canferol,

fue insignificante y poco especifica.

De acuerdo a las experiencias anteriores, comolas flavonas pue

den excluirse comoprecursores de isoflavonas, y las fiavanonas son
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precursores muyeficientes, Grisebach concluyó que el reordenamiento a

isoflavnnaa debe ocurrir en la etupa de flavanona.

El reordenamiento químico de una flavanona a una isoflavona, sn

llevó a cabo con tetraacetato de plomo, y se consideró una reacción que

procede por radicales libres (Cavlll 22.21., 1954). Unmecanismohipo

tético para el reordenamiento de una flavanona ¿_ vivo, propuesto por

Geissmuny aun no demostrado, sería la oxidación de un tautómero enóli

co según se indica en la Figura 12.

((i) ¡i (())

{ O x A { z“ x _H+s\-H v
n H )

FIGURA 12

BIOSINTESIS DE 3-AR1L CUHARIHAS

La 3-ar11 cumurina pachirricina (71), y un número de cmnarnno

cumarinas (p.6j. cumestrol (72)), se aislaron de 1a familia de las Le

guminosas.



58

Sobre 1a base de fundamentos bioquímicos y taxonómic(s, Su postu

ló que lu bíosíntesis de estos comnuestos, está relacionana a la de

isoflavonae, en lugar de cumarinas (Grisebach, 1967; Bate-Smith, 1959).

Los experimentos realizados sobre biosfntesis del cmuestrol, por

Grisebach y Barz (1963, 1964) en alfalfa (Hedicago 332123), demostraron

que estas hipótesis eran correctas.

La administración de ácido cinúnico-[3-1461, ácido acético-[1-14C]

y 2',L,L'-trihidroxic¡leona-4'-g1ucósid01ïa-IÁC] mostró una incorpora
ción comoera de esperar para el caso de isoflavonas comoprecursores.

Figura 13.

FIGURA 13

Estos resultados condujeron a ia conclusión que el arecursor común

eran las calCOnas. Quedaba por determinar si el cumestrol se formaba

a partir de una isoflavona (por ej. por oxidación del 0-2), o si el

cumestrol y las isoflavonas se formaban independientemente de un pre

cursor común.

Barz y Grisebach (1966i), investigaron 1a transformación de
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daidvefna (73) marcada con tritio (7,¿'—dihidroxi is<f1avone) en eumes

trol (72)y formononetina (75) en alfalfa. Se uso U,L-fenil alaninu-[QL

JAC] comostandard interno.

HU 0

(72)

Los resultados demostraron que la deidzeína es un precursor de

cumestrol, mejor que la fenil alanina, ya que la relación T/ILC en

el cumestrol aumentócasi tres veces. En comparación, la incornoración

de daidzefne en formononctina, f‘e algo menor que 1a de fenil alenina.

Se hallaron actividades similares en cuneerol y formononetina, que

mostraron qae la velocidad de bioafntesis de amboscompuestos ere simi

lar. Estos resultados prueban que e] cumestrol proviene de oxidación

de daidzefna.

Experimentos mae recientes en Phaseolus aureus sobre la conver

sión de daidzaína en cumestrol, indicaron que sería intermediario en

la misas, le 2'-hidroxidaidze{ne (76)que es reducida a isoflevenona,
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ciclada y oxidada para dar (72) (Dewick95.21., 1970).

BIÜSINTESIS DE HOTEH(IDES

Un número limitado de metabolitus sezundarios, parece formarse por

caminos que involucran la ciclac1ón oxidaniva de grupos -OCH3sobre un

átomo de carbono. Así se detenminó la estructura de los rotenoides

(rotenona, (78)), cuyo eSqueleto carbonado básico es el de una isofla

vona, modificada por la pWeaencia de un átomo de carbono adicional, el

cual proviene del grupo Cd3-S- de metlonina, como fue demostrado en

experiencias con preCursores marcados (Crombie y Thomas, 1965).

("7) (78)
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Este resultaoo sugiere que el camino de bíosíntesis de 1a rotenona

involucra en alguna etapa la ciclación de un grupo 2'--OCH3de un pre

cursor isoflevona. La idea de relacionar los rotenoides con isoflavonas,

provino de que en algunas Leguminosas se encontraron estos dos tipos de

compuestoscon el austituyente requerido.

Crombie y sus colaboradores, determinaron posteriormente (1970,

1971) el camino biosintético completo de calcona a rotenoides, en bro

tes de una Leguminose (Amorphafruticosa), corroborando las hipótesis

previamente enunciados.

De una manera análoga a la descr1ta. el peltogynol (79) es un

compuesto flavonoide enouatrafio en Peltogyna porphyrocardia (Legumino

sa) y repreaenta un producto natural que contiene elementos estructu

rales (en un círculo) similares e los mencionados.

OH

HO\_/Im\_
a

OH

'24--—

H._;L

(79)

BIUSINTESIS UE AUHDHAS

El númerode auronas de ocurrencia natural, ea relativamente peque

ño, y limitado a ciertas especies de vegetales (Shimokoriyamu.1962).

Casi siumpre las auronas o los glicósjdoe correspondientes, están
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acompañadospor la calcona de estructura análoga, lo que sugirió una

relación biogenética próxima entre ambas clases de compuestos

(Shimokoriyamay Hattori, 19533; Geissman gt¿g;., 1956; Shimokoriyama,

1957).

La conversión enzimática ig vitro de calconas a auronas no marca

das, fue demostrada por Shimokoriyamay Hattori (1953b) usando extrac

tos enzimáticos de flores de especies de 922223 y Corionsis.

Posteriormente Hong (l966a), empleando precursores marcados,

corroboró las evidencias anteriores, ya que demostró, en brotes de

eoya (5213 hisgida), la conversión bioquímica de iaoliquiritigenina

(42) y su L'-glucósido (80) en L',6-(ihidroxiaurona (hiepidol) (81)

y en hispidol-ó-glucósido (82).

OH

R0 OH O R0 o

o I cu-Oou
0

(42) R:-H (81) R: -H

(80) Rz-Glu (82) Rz-Glu

En cuanto al mecanismo, WongSugirió que cumaranonaa tales como

(B3) fueran intermeaierioa de transformación de calcona en aurona,

y es apropiado señalar que una estructura relacionada (84), con un

átomo de carbono mas, se aisló recientemente de madera de ¿23213

crombei.
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(83)

OH

CHQ0"
OH

HO

H0o o Q ouo

ou o

(84)
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V. EL TRITERPENO GERMANICOL

INTRODUCCION

El germanicol, del grupo del oleanano, es de distribución relati

vamente limitada en le Nstureleas, cuando se lo compare con otros repre

sentantes de le mismaserie, por ejemplo {3-amirins, tsrsxerol, ácido
morólico.

Fue aislado por primers vez por Simpson (1944) de Lsctucs 31:23:

de la familia de las Compuestus, y s pesar que este familia hs sido

notablemente estudiada en los ultimos tiempos, no se han encontrado

otres especies de ls mismaque lo contengan.

Uns revisión bibliográfica basada en el Chemical Abstracta, y en

ls publicación especializada Pthochemiatrl, que ebsrca hasta los pri

meros meses del sño 1975 (Table 1 ), permite observar, que hasta este

momentose he encontrado principalmente en varias especies de le femi

lie de les Euforbiáceas. Sólo recientemente, se encont-ó el germsnicol

en especies de Ssrcostemms, que pertenece e ls familia de las Ascle

piadácess (Keeton y Keogh, 1975), y se unen a les excepciones indios

dss en 1h Table 1. donde figuren dos especies de Strzchnos ( Logs

niáceas).

Puede observarse, comoocurre con muchos triterpenos, que se

nisló también germsnicol, esterificedo con ¿cidos orgánicos diversos,

principalmente elifíticos. Comose puede ver en la Parte Experimental,

en el ceso de nuestro trabajo con ies especies de Morrenia, se obtuvo



FAMILIA

Compuestos

Euforbiícoaa

Euforbificeaa

Loganiáceas

Euforbiáceas

Euforbiáceaa

Euforbiáceas

Euforbiíceas

Euforbiáoeas

Euforbiáceas

Asclepiadúceas

Asclepiadíceaa

TABLA 1
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Aislamiento del germanicol y sus énteres

GENERO Y ESPECIE

Lactuca virosa

Euphorbia balsamifera

Euphorbia baISAmifera

Strychnos pailosparma

Strychnus arborea

Euphorbiacandelilla

var. luxuriana

Youngiadenticulata

Euphorbia pulcherrima

Euphorbia pulcherrimn

"folium roamurini"

Elateriospermun tapas

Especies de Sarcoatemma

Especies de Horrenia

COMPUESTOS

germanicol

germanicol

germanicol

- éster(?)

germanicol

germaniuol

germanicol

epigarmanicol

germanicol

— acetato

germanicol

germanicol

——acetato

germanicol

- acetato

-— palmitato

germanicol

- acetato

— but,i rato

gennanicol

——acetato

- cinamato

REFERENCIAS

Simpson (1944).

Dupont y Julia(19¿7)

González y Mora

(1952).

Anet 993;. (1953).

Estrada (1956)

Takemotog;.g¿.

(1966)

Khaatgir y Pradham
(1967).

Domínguezg;.g¿.
(1967).

Sandra et.gl.(1969)

Chou y Quon (19'70) .

Keeton y Keogh

(1975).

Esta Tesis.
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por primera vez, el éster del germanicol con el ácido trans cinámico,

que hasta ahora no había sito aislado en otras especies vegetales.

AISLAMIENTO

El látex seco de ¿223225 115235 L. (Compuesta), que contiene una

mezcla de ésteres triterpénicos, fue estudiado por varios investigado

res desde fines del siglo pasado, los cuales no llegaron a obtener

ningún producto puro (ver antecedentes en Simpson, 1944).

En 1944, Simpson, examinó nuevamente el insaponificable de esta

planta, y aisló varios triterpenos cristalinos ya conocidos (taraxae

terol, {3 -amirina), y además uno nuevo, al cual denominó germanicol.

Simpson estableció su fórmula molecular correcta, 030H500, seña

ló 1a presencia de una doble ligadura (reacción positiva con tetrani

trometano), y de una función alcohol, puesto que pudo preparar su

acetato y benzoato.

Comose relata mas adelante, varios autores demostraron que el

germanicol (olean-lB-en-B-(Z-ol) tiene la estructura (85).
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Los estudios efectuados hasta el presente sobre conformaciones,

por distintos métodos químicos y físicos, que incluyen el gruno del

oleanano, permite considerar que este debe tener una confonmación

(86), basado en modelos Dreiding. en la cual lo mas importante es es

tablecer 1a defonmaciónque pueda tener 1a semisilla en el anillo E,

(86)

por influencia de la doble ligadura.

Los anillos A, B y C son silla todo trans, y el Des una silla

modificada por acción de la doble ligadura mencionada.

DETERMINACION ESTRUCTURAL

Posteriormente a1 trabajo de Simpson, Duponty Julia (1947), estu

diando resinas de Euforbiáceas, aislaron de la Euphorbia balsamifera

un único triterpeno, que por sus constantes fisicas, y 11s de su aceta

to y benzoato, identificaron comoel germanicol de Simpson.

Ademásdemostraron que la función alcohólica era secundaria, pues

to que por oxidación con ácido crómico, daba una cetona, que sólo

pudieron caracterizar por su dinitro fenil hidrazona.
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Unos años después, David (1950), redujo la germanicona con dis

tintos catalizadores, obteniendo nuevamentegermanicol, y otra sustan

cia que se diferenció del mismo, por inversión de la quiralidad en

el carbono 3. Esta nueva sustancia, en la cual el hidroxilo estaba en

posición Oi fue denominada epi-germanicol.

E1 estudio de la estructura del germanicol fue retomado nor

David (1949), el cual confirmó la existencia de una sola doble ligadu

ra, que fue resistente a la hidrogenación catalítica con óxido de pla

tino, y a la oxidación con permanganato.

En cambio, el acetato de germanicol, tratado con ácido perben

zoico, dio el óster acético de un epóxido de fórmula C30H5002.

El ciclo epóxido pudo abrirse en medio acido, y directamente se

obtuvo un producto de deshidratación, de fórmula CJOHLBO,que David

denominógermanidienol (el posible glicol intermediario, no pudo ser

aislado), pues por dosaje con ¿cido perbenzoico, se comprobóla pre

sencia de dos doble ligaduras conjugadas, y su espectro ultravioleta

indicó que estaban colocadas en ciclos distintos (lmúx. 250 nm,

log. E 4,4 ; Hoodvard, 1941. 1942).

1) ox. H”
039.!15202 _ CBOH502 ._... C30H4802

2) hidról. -H o
acetato (e germanicol eoóxido germanidienol

David asignó al germanidienol la estructura (87), porque resultó

idéntico a un dieno obtenido por Ruzicka 23.2}. (1939), a partir de

fB-amirina (88), cuya estructura determinaron sin lugar a dudas.
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Para tratar de precisar 1a posición de 1a doble ligadura inicial,

David oxidá el acetato de garmanicol, con dióxido de salenio en solufi “fi
(87) (88)

ción acética. Por cromatografía separó dos productos de oxidación, uno

de los cuales resultó ser idéntico a1 acetato de olean-9,lB-dien-12,19—

-diona (89), obtenido por Ruzicka (1941). Por 10 tanto confirmó nueva

mente la identidad de los dos esqueletos.

El otro producto contenía dos dobles ligaduras, las cuales por su

espectro ultravioleta, eran conjugadasy situadas en ciclos distintos.

Sus prOpiedades físicas, eran, ein embargodiferentes a las del germa

nidienol (87), por lo que David le asignó entonces 1a estructura (90).

(a9) (90)
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David, para explicar 1a formación del dieno indicado en (90),

consideró que el germenicol debía poseer 1a estructura (91) 6 (92).

'91) (92)

Prefirió la (01) porque no implicaba despluzemiento de 1a doble

unión inicial, para der el dieno (90). y la pronuso para el germanicol.

La demostración final que le estructura del germanicol ee 1a (91),

fue realizada por Barton y Brooke (1950, 1951).

Estos autores, estudiaron una sapogenine triterpénice obtenida

por hidrólisis de 1a eaponine aislada por Farmer y Campbell (1950) de

Mora excelsa, que fue denominada ácido morólico (93).

COOH

H0

(93)

A1 estudiar la química del ácido morólico, transformaron su grupo
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carboxilo en metilo, por reacciones bien conocidas, y encontraron que

era idéntico al germanicol. Comoya habian establecido en forma que no

dejaba dudas, la posición de la doble ligadura en el acido morólico,

esta quedó también determinada para el germanicol, pues las reacciones

que transforman a1 grupo carboxilo en metilo, no determinan habitualmen

te desplazamientos de 1a doble ligadura.

Lee reacciones para la transformación de ácido morólico en germani

col. ae indican en forma abreviada en la Figura 14.

Poco después, Amesg;.gl. (1951) y Halsall 23.3}. (1952), demostra

ron que el isoluoeol era idéntico al germanicol.

El isolupeol, había sido preparado por Duerden2L.g¿. (1939), tra

tando el .lupeol (94) con ácido clorhídrico. Heisail 91.3l. explicaron

el mecanismode esta transformación, por un reordenamiento del tipo

H0

(94)

Nagner-Meerwin (Figura 15).

Hace pocos años, Ireland g¿.g¿. (1970), realizaron una síntesis

total del germanicol racémico, que requirió 31 etanas, y que dio un

compuesto de punto de fusión 220-2230 (germanicol natural, p.f. 176-1779),

cuyos espectros I.R. y de R.M.P. coincidieron con los del producto natural.
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TRANSFORMACION DE ACILÜ MOROLICO EN ACHTATO DE GERMANICOL

COOH

H¿A1L1 Ac20
'_, ‘1120I1_,, Ci{2(,7;",53

R0 eter benceno
Hz-" Rz-Ao

(93)

nox 0,02N Cr r> KÏÏ”\ ’_ S ner
EtOH '“ 2°” “HO

hz-Ac A60

FIGURA 1L

TRANSFOMLACION DE IUPEUL EN GI'IRMANICOL

\
(91.)

1 “3'C1J (91)

FIGURA 1 5
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OTROS ASPECTOS QUIMICOS DHL GERMANICOL

Ademasde las reacciones discutidas anterionmente, que sirvieron

para determinar la estructura dei gennanicol, se han estudiado otros

aspectos quimicos del mismo.

La presencia de una doble ligadura, indujo a compararlo con las

reacciones que otros triterpenos pentacicliccs dan por tratamiento en

medio ácido.

Algunos de los antecedentes mas importantes son los de Ruzicka

gt.g¿. (1941, 1942), que describieron la transformación de la {Ï-amirina
3

(88) en otro isómero natural, la 5-amirina,(95) según

(se) (95)

Posteriormente, se describió también la transformación de taraxe

rol (96) en {3-amirina(88) (Beaton g;.g¿., 1955) que implicaba no sólo

1a migración de la doble ligadura. sino también 1a transferencia de un

grupo metilo de ca"bono—13a carbnno-IA.

Unamigración similar de 1a doble ligadura, fue realizara por

Abe (1960) a partir de 1a miliacina (97), éter metilico triterpénico

aislado de Panicummiliaceum (Gramfnea). El tratamiento de este producto
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con reactivos a'cidos, condujo a la 3- fl-metoxi- á-amirina (98).

(96) (88)

Unestudio de la reacción anterior con el germanicol, había sido

realizado ya por González y Mora (1952) sobre productos aislados de

Euphorbia balsamífera. La acción directa del ¿cido clorhídrico sobre

CH3O CHJO

(97) (98)

este compuesto, les dio una sustancia de punto de fusión 219-2209.

Efectuaron un tratamiento similar sobre acetato de germanicol, y

obtuvieron cristales de punto de fusión 204-205Qque por hidrólisis

alcalina dio un compuestoque debiera ser un alcohol, y que tenía el

mismo punto de fusión (204-2059).

En base a los hechos mencionados, nosotros realizamos algunas ten

tativas para lograr la migración de la doble ligadura del germanicol,
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a la posición termodinámicamentemas estable, entre los carbonos 13

y 18, debiendo obtenerse 1a 3-mirina (95).

Se efectuaron experiencias con germanicol y su acetato, emplean

do condiciones similares a las de Gonzales y Mora (1952). ( Acido

clorhídrico 3%en solución de acido acético glacial y calentamiento

a 80° durante una hora). En todos los casos se obtuvo una sustancia

que hidrolizada dio un producto de punto de fusión 203-2059, posible

mente idéntico al obtenido por Gonzales y Mora, pues no pudo efectuar

se una comparación directa. y

Se hicieron además, transformaciones en otras condiciones: por

ejemplo con ácido clorhídrico en ácido acético en tubo cerrado,üa r
distintas temperaturas; burbujeando cloruro de hidrógeno (gaseoso)

en una solución clorofórmica de germanicol, durante distintos i

periodos, y luego dejando estacionado una semana. Cuando los pro

ductos de transfonmación, homogéneosen crOmatografia en capa delga

da, aun con nitrato de plata, se estudiaron por cromatografía gas

liquido, se encontró que eran mezclas con el producto inicial, que

no pudieron separarse por cristalizaciones repetidas, ni cromatogra

fía líquida.

No hemos podido obtener un testigo de S-amirina para comparar

con los productos de la transformación, y actualmente se continúa

estudiando esta migración de la doble ligadura del germanicol y

sus derivados.
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BIOSINTESIS DE TRITERPENOS PENTACICLICOS

Comoresultado de los extensos estudios sobre biosíntesis de es1e

roidea y tritarpenos, actualmente se reconoce a1 escualeno comoun meta

bolito secundario universal precursor de ios mismos.

Su conversión por ciclación en distintos tinos de triterpenos, ex

plica 1a biosíntesis de los compuestostriterpenoides de origen natu

ral (Ruzicka, 1953).

En base a los estudios con precursores marcados con isótopos ra

diactivos, se demostró la biosfntesis del escualeno, según el camino:

acetil coenzimaA-oa'cido mevalónico#pirofosfato de geranilo ——

-—-rpirofosfato de farnesilo, y la unión cola-cola de dos unidades de

éste último, dieron escualeno (Reca y Gooduin, 1972 y referencias ahí

citadas).

El paso previo a 1a ciclación del escuaieno, es 1a formación del

2,3-óxido del mismo, por enzimas enoxidasaa (Tai y Bloch, 1972; van

Tamelen, 1968) .

Luego ocurre 1a cielación, según una serie de pesos secuenciales

catalizados por enzimas ciclasas, para dar un catión (IX) Figura 16.

(Rees y Goodwin, 1972).

Si el ion cerbonio intermediario, fonmadoen la ciclación inicial

del escualeno, reacciona con 1a doble ligadura de la cadena lateral,

se forma un quinto anillo, dando origen a la serie de triterpenos

pentacfclicoa.(102), Figura 16.

Barton tra}. (1971) propusieron varios mecanismospara le biosfn



tesis de (Á-amirina y germanicol. Cuandotrataron de demostrar sus

hipótesis, en bese a estudios con precursores marcados, estos no se

confirmaron.

La distribución de ¿cido mevalónico en los triterpenos, podía

explicarse en base a las reglas propuestas por Ruzicka (1953) y Eschen

mosergt.g¿.,(l955) quienes indicaron que la biosintesie de triterpenos

pentecíciicos nrocedía según lo indicado en le Figura 16.

El germanicol, se produciría a partir del cetión indicado en(105)

por pérdida de un átomo de hidrógeno y formación de le doble ligadura.

Por desplazamientos de la carga, se podrían former otros triterpenos,

como {b-amirine (RB).

Recientemente, Seo gt.g¿.,(l975) estudiando la f0"mación de

compuestos de la serie del oleanano y ursano, a partir de ácido meva

lónico- [4-130] verificar-on experimentalmente 1a hipótesis para la

ciclación del 2,3-6xido de escualeno, ya mencionada.
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BIOSINTESIS DE TRITERPENOS PENTACICLICOS DE LA SERIE DEL OLEANANO

(99) (100)

"
-—-—> ü —> Germanicol

’ (91)
H0

(104) (105)

FIGURA 16
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VI. HESULTAIDS OBTENIIDS

A. EXTRACTO EN ETER DE PETROLEO

Los extractos en éter de petróleo, dieron en cromatografía en

caps delgada, varias manchascon distintos valores de Rf, cuyo frac

cionamiento, comose indica en le Parte Experimental, condujo a tres

tipos de compuestos:hidrocarburos, triterpenos y esteroides.

Hidrocarburos alifóticos. M. brachystephana.

De las primeras fracciones ie la cromatografía en columna de sf

lics gel, del extracto en éter da petróleo, que se eluyeron con este

mismosolvente, se aisló un sólido blanco cristalino, no reactivo

frente a distintos reactivos cromogénicos,de p.f. 60-659. Recristali

zado de benceno-netanol, dio 1amnas brillantes de p.f. 65-679.

Su análisis elemental, indioó la ausencia de sustituyentes oxige

nados, y en su espectro de absorción ultravioleta, no hubo absorción

en la zona 280-450 nm. El espectro de absorción infrarroja del sólido

mostró bandas en las zonas caracteristicas de compuestoshidrocarbo

nados; en su espectro de R.M.P. hubo dos únicas señales a 0,89 y

1,26 ppmcorrespondientes a metilo y metileno alifáticos respectivamen

te, en relación aproximada1:10.

En base a los datos anteriores, se determinó 1a presencia de

hidrocarburos alifóticos de cadena larga, cuya presencia es caracte

rística de algunas especies vegetales. Para este tipo de compuestos,
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el punto de fusión no es suficiente criterio de pureza, ya q1e varia

ciones sustanciales en 1a longitud de 1a cadena, no modifican sensi

blemente dicha constante física.

E1 empleo de 1a cromatografía en fase gaseosa, y mediante el

uso de compuestos patrones de 28, 30 y 32 átomos de carbono penmitió

determinar que se trataba de una mezcla de hidrocarburos lineales.

Haciendouso del gráfico que resulta de representa‘ el logarit

mo del tiempo de retención (log Tr) en función del número de átomos

de carbono (para operación isotérmica), se verificó que eatou compo

nentes pertenecen a una serie homóloga, con preponderancia de aque

llos de número de átomos de carbono impar, siendo el mas importante

el hentriacontano (C31H64).

En todas las especies de Morrenia estudiadas, el contenido y

proporción de hidrocarburos fue similar, y se analiza en lugar aparte

frente a posibles relaciones quim otaxonómicas.

Triternenos. M. brachystephana.

En los ensayos preliminares, ya se vio que había productos que

daban positiva la reacción de Liebermann-Burchard. Los extractos en

éter de petróleo, dieron en cromatografía en capa delgada, varias

manchascon distintos valores de Rf, que se visualizaron con el revela

dor óleum en ácido acético, que da manchasvioleta rojizo, caracte

rístico de compuestosterpenoides.

El fraccionamiento cromatográfico del extracto, nrevio a 1a
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hidrólisis, dio en las fracciones 8-18, una mezcla de dos productos

(Rf 0,65 y 0,56, sílice gel, cloroformo), que fueron separados median

te cromatografía en columna.

El componentemas abundante (Rf 0,65), recristalizado de acetato

de etilo hasta punto de fusión constante, dio un producto cristalino

blanco de p.f. 249-2509, ÉXJÉB:+8,65 , cuyo análisis elemental co

rrespondía a una fónmula C39H5602.Este comruesto dio positiva las

reacciones coloreadas habituales de los triterpenos, incluyendo el

ensayo con ácido tricioroacótico que losdiferencia de los esteroides.

El espectro de absorción ultravioleta mostró un máximoa 278 nm

(log 8.: 4,3) que se pudo atribuir a un sistema tipo cinamoílo,

El espectro infrarrojo (Figura 21) mostró bandas a 1730, 1290

y 1190 cm'1 que se pueden asignar a un carbonilo de éster o(-f3

no saturado, y la presencia de dos bandas intensas a 775 y 718 cm-1

indicaron un sistema aromático, posiblemente monosustitufdo.

En el espectro R.M.P. aparecen tres grunos de señales, uno a

campos altos (0,7 a 1,2 ppm), otro en la zona media (¿,7-5 ppm) y

otro en la zona aromática (6,6-7,8 Ppm).(Figura 22).

Las señales entre 0,7-5 ppmson compatibles con el esquema pre

sentado por los triterpenos ( Shammagt.gl., 1962 ) donde aparecen

los metilos angulares y los hidrógenos de los metilenos; la señal

a ¿,73 ppmcorresponde a un hidrógeno axial, sobre un carbono que

contiene el grupo alcohol, y la señal a 4,95 ppmindica la presencia

de un hidrógeno vinílico.
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Las señales en la zona a camposbajos, es 1a propia del ácido

cinámico, donde se observa el acoplamiento de los hidrógenos etilé

nicos en trans (J: 16 cps}. El acido ¿gang-cinámico, previa hidróli

sis del éster fue identificado por sus constantes fisicas (p.i.,

p.f.m., equivalente de neutralización) y espectroscópicas ( U.V.,

1.a. y R.M.P.).

El espectro de masa del éster triterpénico, dio un ion mclecular

de 556, mientras que para el alcohol obtenido de la hidrólisis bási

ca el ion molecular fue ¿26, correspondiente a una fórmula C30H500.

la concordancia de las constantes fisicas (punto de fusión y po

der rotatorio) de los derivados del alcohol, acetato, benzoato y de su

producto de oxidación, con los correspondientes al germanicol, (Tabla

2)indicaron que el éster era el t-cinamato de germanicol, aun no

aislado de fuentes naturales ni preparado sintéticamente.

TABLA 2

0K 1 .p.f. lit. [ L it
t-cinamato de germa- 249-250o --- + 8,65 -

nicol
germanicol 176-1779 176-177g 6,1 5,8 a

-- acetato 272-2739 274-2769 17,8 15,1 a

-- benzoato 263-265n 269b2709 37,2 3“,0 a

germanicona 184-1859 185-1869 -—- n-- b

a) Simpson, 1944.

b) González y Mora, 1952.



83

La identificación final del germanicol, se hizo en base a la com

paración directa con una muestra auténtica (punto de fusión mezcla,

I.R. superponible); se analizaron ademáslas frecuencias de resonan

cia de los metilos del espectro de R.M.P., y se interpretaron los

fragmentos principales del espectro de masa, de acuerdo a los datos

registrados en la literatura. (Vermasadelante).

Producto de Rf 0,56. Este compuesto, separado del de Rf 0,65 (t-cina

mato de germanicol) comose indica en la Parte Experimental, recrista

lizado de acetona, dio láminas triangulares cristalinas de p.f. 272

2739 , [ot]18- 417,8.

Su analisis elemental indicó una fórmula C32H5202.El espectro

I.R. (Figura 23) mostró una señal intensa a l“30 cm-1 correspondien

te a un carbonilo de áster. El espectro R.M.P. presentó una señal a

2,03 ppmcuya integración dio 3 hidrógenos y que se asignó a acetato.

(Figura 24). El espectro de masa dio un ion molecular 468.

El alcohol obtenido de la hidrólisis básica, fue identificado como

germanicol, por sus constantes físicas y espectroscópicas.

La identificación final de] ¿star (acetato de germanicol), se

hizo por comparación con una muestra auténtica.

Fracciones 26-31. De la columna de cromatografía para la purificación

del extracto en éter de petróleo (fracciones 26-31) se obtuvo un pro

ducto de Rf 0,30 (sflica gel, cloroformo), que recristalizado de

acetato de etilo, dio agujas blancas de p.f. 176-1779, BÁIB:i6,3

cuyas características físicas y espectroscópicas coincidieron con las

de una muestra auténtica de germanicol.
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HIDROLISIS DEL EXTRACTO TOTAL EN ETER DE PETROLEO

El extracto total en éter de petróleo, fue sometido a una hidró

lisis basica, y luego de separar la parte acídica, la cromatografía en

capa delgada del insaponificable mostró la presencia de sólo dos com

ponentes. El mas importante de Rf: 0,30 (sílica gel, clorofonmo), y

otro de Rf: 0,18 (mismosistema). El primero dio coloración violeta

rojiza y el segundo, verde-azulado frente a1 reactivo de Liebermann

Burchard.

La separación de ambos, se efectuó mediante una cromatografía en

columnade sílice gel (Parte Experimental). De las fracciones 6-65

reunidas, se obtuvo un sólido que recristalizado de acetato de etilo

dio agujas blancas de p.f. 176-1779, bqÉ9b+ó,1 que fue identificado

comogermanicol por sus espectros I.R. (Figura 25) y de R.M.P. (Fig.

26) y comparación con una muestra auténtica.

De las fracciones 116-140, se separó el producto de Rf 0,18

homogéneoen cromatografía en capa delgada, que recristalizado de

etanol dio agujas de p.f. 139-1409,[430: - 34,2.

La pureza de este producto, al ser comprobadapor cromatografía

gas-líquido, mostró ser una mezcla de dos componentes en relación

18:82, cuya identificación comocampesterol y sitosterol respectivamen

te, se hizo en base a 1a comparación con una muestra auténtica conte

niendo ambos compuestos, y el estudio del espectro de masa de 1a mezcla.

La preparación del acetato del producto de p.f. 139-1400, condujo
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a una mezcla de los acetatos de campesterol y sitoaterol, que recris

talizados de etanol dio agujas de p.f. 120-1219,quozz-LZ. la pro

porción de la mezcla, no pudo variarse por empleode distintos sol

ventes de cristalización.

Es conocido desde antes del empleo de la cromatografía gas-líqui

do que las muestras consideradas comositosterol (antes denominadas

fl-sitosterol), estaban contaminadascon distintos esteroides (por

ejemplo: brassicasterol, stigmasterol, campesterol, dihidrositosterol)

(Elsevier, 1954).

Estos sitosturoles aislados de plantas, aun después de su puri

ficación eran mezclas de sitoeterol, donde prevalecía alguno de los

compuestos antes mencionados, lo que dio origen a las denominaciones

a(.., pq 8-, Ó-yE-sitosterol.
El desarrollo de la cromatografía gas-líquido parmitió asignar

la composiciónde esas mezclas y realizar su separación (c.g.l. pre

parativa), por lo que actualmente empezarona dejar de usarse los

prefijos griegos que las caracterizaban.

Nishioka 93.21.,(1965) en muestras preparadas por este camino.

dio un p.f. para sitosterol de 137-1389y' kdssz-39, valores próxi

mos a los hallados para la mezcla 82:18 de eitosterol y campesterol.

Por su parte, Steele y Moaettig (1963) desarrollaron un método

de separación de esta mezcla, basado en transfonmaciones químicas.
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ESTUDIO DEL ESPECTRO DE MASA DEL PRODUCTO DE P.F. 139-1409

El espectro de masa del producto de p.f. 139-140o fue compara

do con los de aitosterol y campeaterol, aparecidos en el extenso tra

bajo de Knights (1967) sobre identificación de esterolea de plantas.

En la Tabla 3 se dan los datos comparativos dados por Knigths

y la mezcla aislada de M. brochzsteghan . (Para el cálculo de los

porcentajes en este último caso, ae tomaron comopico base, los dos

mas imoortantes correspondientes a los respectivos iones molecula

rea).



TABLA 3

guru.

p

:7“

p.

fragmento sitoaterol campesterol aitosterol campesterol
Knights (1967) M. brachystephana

ion molecular ¿14(100) ¿00(100) ¿14(100) ¿00(100)

H-CH3 399 (1.5) 385 (50) 399 (28) 385 (29)

H-H20 396 (54) 382 (62) 396 (45) 382 (58)

H-CH3-H20 331 (42) 367 (50) 381 (36) 367 (30)

M-H20-05H7 329 (50) 315 (63) 329 (41) 315 (40)

H-H2O-C7H9 303 (70) 289 (65) 303 (¿4) 289 (50)

M-H20-69H13 275 (18) 261 (2o) 275 (15) 261 (18)

M-H2o-08H12 233 274 (14) 288 274 (29)

(4.6.1? 273 (51.) 273 (so) 273 (40)

M-c.1.-H20 255 (60) 255 (82) 255 (57)

M.c.1.-42 231 (58) 231 (¿4) 231 (38)

M-c.1.-42-H20 213 (7a) 213 (74) 213 (55)

M-c.1.-27 21.6 (12) 21.6 (10) 246 ( 3)

M-c.1.-27-H20 229 (25) 229 (25) 229 (19)

c.1.: cadenalateral

R Rz-CH3, campesterol

HO

Rz-CZHS,aitosterol
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ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA PHOTUNICA DEL GHRMANICOL Y DERIVALLS

Los triterpenos pentacíclicos (comoasi también los que poseen

cuatro anillos), constituyen un grupo de sustancias ampliamentedi

fundidas en el Reino Vegetal. Todos ellos normalmente poseen ocho gru

pos metilo, que dan origen en el espectro H.M.P. a un grupo de señales

bien definidas, cuya posicitn varía apreciabiemente al introducir en

la molécula sustituyentes con fuerte anisotroofa, o que produzcan

cambios en la conformación de 1a misma.

Varios autures se ocuparon de este tema en el campo de los

triterpenos tetracíclicos (Hemmertgt.gl..(l966); Javarone g_.g;.,

(1970)) y pentaciclicos (Lehn y Ourisson, (1962); Tursch gt.g¿.,

(1967); Cheungy Williamson, (1969) e Ito g;.g;., (1969)).

Masrecientemente, González g;.g¿., (1971) estudiaron la resonan

cia de los grupos metilo de una serie de derivados del Ésa-cleaneno

con cuyos valores se compararon las señales de los componentes halla

dos en este trabajo. Los valores consignados, concuerdan con los de

Gonzálezgt.gl,, (1971), a los que se agregaron las señales corres

pondientes a1 cinamato de germanícol, sustancia aun no registrada en

la literatura. Tabla 4.



señales de 23
metiloa 6-4“

germanicol 0,97

- acetato 0,85

- benzoato 0,96

- cinemato 0,97

- eetona 1,07

24
C-¿p

0,77

TABLA 1,

25 26

0,87 1,07

0,90 1,10

0,90 1,07

0,35 1,12

0,96 1,11

27

0,77

0,73

0,74

0,75

0,75

28

1,01

1,00

1,00

1,03

1,07

29

0.93

0,93

0,92

0,92

0.9L

Numeración de los grupos metilo en el Egg-cleaneno.

30

0,93

0.93

0.92

0,92

0.94

E9



ESPECTROS DE MASA DEL GERMANICOL Y SUS ESTERES

Las fragmentaciones fundamentales del acetato de germanicol y

otros compuestosde 1a serie Ale-cleaneno, fueron discutiras por

Budzikiewicz 23.51. (1963). Posteriormente sólo Chowy Quor (1970)

publicaron datos sobre el espectro de masa del acetato de germanicol.

Los fragmentos mas importantes de los espectros de masa del

cinamato y acetato de germanicol, Junto con los del alcohol libre

aparecen en 1a Tabla 5 .

Todos los compuustospertenecientes a la serie del Ale-cleaneno

muestran una pérdida pronunciada de un metilo, posiblemente del

C17 según Budzikieuicz gg.gl., comose esperaría por la activación

alflica de 1a doble unión 18-19. Sin embargono podrían excluirse

cualquiera de los metilos unidos al 02°. Esto da origen a los frag

mentos m/e 541, 453 y ¿11 para cinamato, acetato y germanicol respec

tivamente.

Los iones de m/e 337, 249 y 207 para la ae'ie enunciada, provienen

de 1a ruptura principal de este sistema de anillos, a través del

ciclo C, donde el centro de insaturación no debe ejercer influencia

por estar alejado, pero esta doble ligadura debe ayudar a la estabi

lización de los iones que contienen a los anillos D y E.

La ruptura del anillo C procede a través de una retro Diels

Alder (Figura 17) para dar el ion g, el que a su vez por pérdida del

ácido correspondiente o agua, conduce a un ion m/e 189.
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TABLL 5

FRAGMENTÜS CARACTERISTICOS DE LOS ESPECTROS DE MASA DEL GERMANICOL Y

sus ESTERES

cinamato acetato alcohol
esta Tesis Chou y Quon

M 556 (8)* 468 (es) (25) 426 (35)

M - CH3 541 (4) 453 (26) 411 (22)

M - HOH 1.08 (7) 408 (9) 408 (5)

M - ROH - CH3 393 (R) 393 (10) 393 (3)

M - clóH26 218 (25) 218 (93) 218 (69)

015H25 205 (37) 205 (43) (45) 205 (51)

cuna 201. (100) 201. (100) (100) 201. (100)

015H23 203 (13) 203 (31) 203 (35)

c1¿322 190 (25) 190 (18) 190 (22)

C11321 139 (83) 189 (59) (77) 189 (94)

013H21 177 (60) 177 (56) (78) 177 (89)

C9H70 131 (92)

x Los valores entre paréntesis indican porcentajes respecto al pico

base.
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¡7
+

H
2 -ROH

_--> m/e 1f9
R0

m/e 337zc1namato
a 2L9zacetato

207zalcohol

FIGURA 17

El ion m/e 218 se profiuce por el mismotipo de ruptura, sin reor

denamiento de hidrógeno y comprende a los anillos D y E. Este ion (g)

puede estabilizarae según Q" y puede perder un grupo metilo pura dar

9' (m/e 203). Figura 18.

b m/e 218 b" b' m/e 203

FIGURA 18

El pico base se origina de la ruptura de la unión 11-12

sin reordenamiento de hidrógeno (fragmento g, m/e 204), el cual

puede reordenarae a la especie mas estable g". La pérdida de un

gruno metilo conduce nuevamente a un ion m/e 189 (g). Figura 19



c m/e 204
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-éH3 ElglllÜ
c" d m/e 189

FIGURA 19

La ruptura de 1a unión 11-12 con reordenamiento de hidrógeno

conduce a la especie m/e 205 (g') que por pérdida de metilo conduce

a le especie g'. Figura 20.

En todos 1)s espectros aparece una señal importante a m/e 177

que puede corresponder e un ion CI3H21. Según Budzikieuicz 23.21..

el sustituyente del 017 tiene una influencia importante sobre el

origen de este fragmento que provendrfe de una descomposición retro

Diels Alder de 1a especie g' dando g. Figura 20.

.+

c‘ 205

"3° .

-6“) +

d‘ m/e 190

-CH2:CHZ /

4.
e m/e 177

FIGURA 20



En el espectro de masa del cinamato de germanicol tiene impor

tancia un ion m/e 131 correspondiente e un fragmento C9H70, que tiene

su origen en el resto cinfimico.

9L
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B. EXTRACTO EN METANOL

E1 estudio preliminar de los extractos en metsnol de las distin

tas especies de Morreniaestudiadas (hojas y tallos), se realizó por

cromatografía bidimensional, y los resultados obtenidos están indica

dos en 1a Tabla 6

TABLA 6

luteolina glucoluteolinu isoquercitrina rutina

M. brachystephana + + + +

M. odorata + + + +

M. conectens + + + +

M. stuckertiana - + + +

M. schulziana - - + +

M. stormiana - - + +

Para las tres primeras especies (M. brachxstephana, M. odoragg

y M. conectens), 1a identificación de cada flavonoide se completó

con el aislamiento y caracterización individual, mientras que en Las

especies restantes, la identificación se realizó mediante el empleo

de técnicas cromatogrífioss (con comparacióncon muestras auténticas),

y espectroscópicas (U.V. y agregado de reactivos sapecificos).

Los flavonoides, son uno de los grupos de sustancias mas utili



zados por quienes efectúan estudios de quimiotaxonomia, y se los ha

empleado para ordenar las especies vegetales a nivel de género y aun

de familia.

En las Morreniaa, el.número de flavonoides es pequeño, todos

ellos de bastante difusión en la Naturaleza y por lo tanto eu utili

dad taxonámica no muy grande.

Tiene sin embargovalor dentro del género, porque en.ninguna de

las especies estudiadas, aparecen otros flavonoides distintos de los

indicados. Es llamativa la ausencia de luteolina en las especies .

M. stuckertiana, M, sohulziana y M, stormiana y de glucoluteoliha en"

las dos últimas anteriores, siendo este el glicósido mayoritario .enrá.
las especies restantes. . l I

En el caso de la M. stuckertiana no parece tener mayor importan

cia la ausencia de luteolina, pues contiene el glicósido de esta fla

vona. Sin embargo, en los otros dos casos (M. schulziana y M. etormia

gg) esta diferenciación corrobora una característica de su clasifica

ción botánica con respecto a las otras especies.

Por otra parte, la ausencia de luteolina y su derivado, resulta

de interés, porque ambasespecies se diferencian morfológicamente

por pequeños detalles. En la clave de Meyer, creador de la especie M,

schulziana en 1936, publicada en su monografía de 1944, se especifica

que en esta especie, los lóbulos del apéndice estigmático filiforme,

de 3 mmde altura son divergentes, mientras que para g¿_g¿9¿g¿223

creada en 1903, estos lóbulos, tienen 1,5 mmde altura y son no di

vergentes. En todos los demás aspectos ambas especies coinciden.



Aparentemente,este diferencia ea difícil de evaluar, porque

lee especies, que noe fueron remitidas con su clasificación, fueron

a su vez clasificadas en forme diferente por otros doe botánicos de

autoridad en la materia, a quienes ee le solicitó su opinión, en

Buenos Aires. .

Dadala ausencia total, coincidente, de luteolina y su glucósi

do en M. achulziana y H. etormiana, sería conveniente realizar un

nuevo estudio taxonómico, mediante 1a utilización de métodos que

permitan conocer claramente las diferencias y similitudes entre
I

ambas especies.
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FLAVONOIDES DE ASCLEPIADACEAS

La información que se tiene so)re la presencia de flavonoífies en

Asclepiadáceas es reducida. Los traaajos efectuados por Bate-Smith

(1961, 1962) sobre la presencia de fenoles en esta familia, indicaron

que entre las plantas estudiadas se encontráron ácidos hidroxilados

comocafeico, elágico, cumárico, sinánico, ferúlico y flavonoides

comunescomocanferol, quercetina y miricetina.

Desdeestos trabajos, hasta la redacción de esta Tesis, sólo se

ha encontrado un trabajo sobre fenoles de Asclegia szziaca, Gonnet

g¿.g¿.,(1973), quienes aislaron quercetina (138), un derivado de

este flavonol (139), canferol (140 ) e isoramnetina (141).

R:

(138) -0H (139)

(14o) .u

(141) -0CH3
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DISTRIBUCION GENERAL DE LOS FLAVONOIDES

La capacidad na:* producir flavcnoídes, comouna consecuencia

regular del mefasclfamo"reunierio de las plantas parece estar aso

cizfio Iïlogeríticamente t la necesidad de lignificación. Los flavo

nchñ z :c: es; característicos de las plantas vasculares, y son raros

o están ausantes en otros grupos ¿a plantas?

Debido a este hecho. las primeras indicaciones en 1a literatu

ra de flavonoides en microorganismos, fueron vistas con suspicacia

porque no estaban satisfactoriamente sustentadas desde un punto de

vista químico. Sin embargoalgunos aislamientos esporádicas que se

efectuaron posteriormente no modificaron la idea general representa

da en 1a Tabla 7.

TABLA 7

Evolución de los flavonoides en plantas

Grupo de plantas Componentes fJavonoides

Bacterias
Hongos Flavonoídes casi completamente ausentes.
Algas rojas
Algas verdes

Musgos Algunos tipos, principalmenie, 3-desoxíantocia
Hepáticas ninas y glicoflavonas.

Helechos } Fluvonoides estructuralmente slmnles, flavonas,Licopodios f1avonoles, flavanonas y calconas.

Gimnospermas ) dayorïa de flavonoides. Curacterísticos las biflavonas.

AngiOSpermas } dango completo de flavnnoides (Biflavonas sonraras).
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Las Espermatófitas (plantas que contienen semilla), están todas

mas o menos lignificadas (caracter leñoso), y comotules, contienen

fiavonoides; a menudo, se encuentran dentro de la mismaplanta, mez

clas complejas de los.mismos con distinto grado de oxidación.

Para correlacionar, dentro de un esquema evolutivo a los comno

nantes aislados de las Morrenias, deben señalarse dos puntos genera

les de la distribución de flavonoides dentro de las Espermatófitas,

y son las diferencias existentes entre las Gimnospermasy Angiosper

mas y dentro de éstas, entre Monocotiledóneas y Dicotiledóneas.

Las Gimnospermastienen una distribución de flavonoides mas

simple que las Angiospermas, por ejemplo fiavones y flavonoles con

O-glicosilación, O-metilación u O-isoprenilación son relativamente

raras en las primeras.

Las antocianinas comunesen frutos, flores y hojas de las An

giospermas, son de distribución restringida en las Gimnospermas,y

sólo han sido detectadas en unas pocas especies (Lowry, 1968).

La mayor diferencia entre ambosgrunos, reside en la presencia

de biflavonoides, casi exclusiva en las Gimnospermas,aunque actual

mente hay algunas excepciones (Horhammer93.21., 1965; Herbin gt.gl.

1969). Los biflavonoides, son dimeros formados por acoplamiento

oxidativo de flavonas simples (usualmente apigenina), a través de la

posición B de una, con la posición 8, 3' 6 4‘ de la segunda molécula.

La existencia de estas excepciones (biflavonoides en Angiospermas)

ocurre sólo en árboles (plantas leñosas), y puede verse comolu re

tención de un carácter primitivo, que concuerda con la teoria que
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las Angiospermas se desarrollaron a partir de las Gimnospermas

(Harborne, 1973).

Asi comoeste hecho está ampliamente reconocido, se considera

también que las monocotiledóneas provienen de las dicotiledóneas por

reducción.

Los dos grupos, no son marcadamente diferentes (a parte del

carácter de cotiledón), aunque el estado mas evolucionado está indi

cado por la rareza general de especies leñosas en las monocotiledó

reas.

Los trabajos sobre los constituyentes polifenólicos de las ho

Jas, efectuados por Bate-Smith (1958, i962), establecieron una co

rrelación entre los flavonoides y los cambiosevolutivos de carácter

leñoso a herbáceo en las Angiospermas. Bate-Smith (1962), en un estu

dio de cientos de especies, donde estaban representadas todas las

familias importantes de plantas, mostró que las leñosas contienen

característicamente en sus hojas glicóeidos de leucoantocianidinas,

y flavonoles, especialmente miricetina (142)(1a cual posae el anillo

B trihidroxilado), ácido gálico (143) y elégico (144), y sustancias

ou

,ou

0 ‘\

H0 / l | ou
\ ou

OH 0
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asociadas con 1a mismahidroxilación. Estas sustancias eran raras o

esteban ausentes en la mayoría de las familias o herbáceas.
H0

HO COZH

HO

(143)

Los trabajos posteriores de Harborne (1966a, 1967a), y

Crouden (1969), confirmaron que las-plantas herbácaas contienen

usualmente 1a flavona luteolina (145) y apigenina (146), y así,

estas fluvones parecen reemplazar a los flavonolea, comolos cons

titJyentes principales de las hojas del grupo de las Angiospenmas

"mas avanzado" en un sentido evolutivo.

(146)

En resumen, el cambio de carácter leñoso a herbáceo en las

plantas superiores, produce tres cambios en los flavonoides de ho

jas: desaparición de leucoantocianidinas, pérdida de 1a trihidroxi
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lación en el anillo B y reemplazo de flavonoles por flavonas.

El proceso de lignificación ha tenido un profundo efecto en la

síntesis de flavonoides. Parte de éste, puede pensarse comouna com

petición directa por un precursor comúnácido cinámico 06-03; y par

te de ese efecto se produciría en forma muchomas indirecta.

Este enfoque parcial sobre la distribución de los flavonoides

en las plantas, muestra que su estudio puede revelar aspectos mas

profundos que una ayuda en la clasificación de las especies, ya que

están íntimamenterelacionados a un significado filogenético.

CONCLUSION.De acuerdo a los resultados obtenidos, puede considerar

se a las Morrenias comouna fuente importante del triterpeno germa

nicol, con pocas variaciones en los tipos de sustancias aisladas.

Las diferencias de composiciónentre las distintas especies

no son importantes, aunque en la distribución de flavonoides, 1a

ausencia de la flavona luteolina en algunas de las especies, corro

bora una característica de la clasificación botánica.

Los análisis biológicos efectuados con los extractos acuosos de

M. brachyatephana confirmaron su potencialidad con respecto a efectos

lactogénicos, no comúnen especies vegetales, lo que da interés a un

estudio quimico posterior del origen del mismo.
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TRANS-CINAMATO DE GERMANICOL
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ACETATO DE GERMANICOL

FIGURA 23

¡a 14 gg 4444: nun) ¡a InI 1 1 ' l ' ' 4 ' . ' ' . l
- .i A!

l L J_. l l J
J n l . l l lu II n (Il u u

FIGURA 2L



106

GERMANICOL
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METODOS EMPLEA [Dis

Los puntos de fusión (p.f.) fueron determinados en un aparato

Fisher-Johns, y no han sido corregidos.

Los poderes rotatorios fueron medidos en un polarímetro digital

Perkin Elmer, modelo 141, en tubos de 1 dm. Los solventes se indican

en cada caso.

ESPECTROS

Los espectros de absorción ultravioleta (U.V.) de las sustancias

puras, fueron determinados en un espectrofotómetro BeckmanDK-2A,en

pleando metanol como solvente.

Los espectros de absorción infrarroja (I.R.), fueron obtenidos

en un espectrofotómetro Perkin Elmer 137-8 Infracord, y los de alta

resolución en un aparato Perkin Elmer 421. Las determinaciones se hi

cieron en suspensiones de nujol, o pastillas de bromurode potasio

según se indica.

Los espectros de resonancia magnética protónica (R.M.P.), se de

terminaron en un espectrofotómetro Varian A-60 utilizando tetrametil

silano comoreferencia interna. Los solventes empleados fueron los

indicados en cada caso. Las abreviaturas usadas en la descripción de

de estos espectros son: s: singnlete; d: doblete; t: triplete; c:

cuarteto; n: multiplete.
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Los espectros de masa (E.M.), fueron determinados en un eSpectró

metro Varian Mat CH-7.

ANALISIS

Los microanélisie elementales fueron realizados en el laboratorio

Alfred Bernhart (Alemania).

CRDHATOGRAFIA

Los cromatogramasgas líquido (c.g.1.), fueron realizados en un

cromatógrafo Hewlett Packard 5750 B, con detector de ionización de

llama, y un registrador Hewlett Packard 7127 A.

SOLVENTES

Todos los solventes empleados, fueron purificados y/o destiladoa

y sacados según Vogel (1966). El éter de petróleo, es 1a fracción que

hierve entre 60 y 809. Todas las mezclas estén expresadas en relacio

nes en volumen (v/v). Para los solventes puros, se emplearán en algu

1os casos, sus fórmulas abreviadas neuales.

METODOS CROMATOGRAFICOS

Cromatografía en capa delgada (c.c.d.). En este trabajo, toda la c.c.d.

se realizó según la técnica ascendente. En el caso de papel, se uso



110

exclusivamerte cromatografía descendente.

Los adsorbentes utilizados fueron: Sílica Gel G (Merck, Alemania);

poliamida Woelmy celulosa microcristalina Avicel (F.M.C. Corporation,

Estados Unidos).

Para la cromatografía en capa fina, se procedió de la siguiente

manera: a) sílica gel: se suspendieron 25 g en SOm1 de agua destilada

con agitación manualvigorosa durante 30 seg.; b) poliamida: se sus

pendieron 5 g en 45 ml de la mezcla clorofonmo-metanol (2:3); c)

celulosa: 20 g en 80 ml de agua con agitación mecánica (licuadora),

durante un minuto. En todos los casos se podían obtener 10 láminas de

vidrio de 10 por 20 cm, en un espesor de 0,25 mmde adsorbente.

Solventes para el desarrollo cromatográfico. Los solventes empleados

para el desarrollo cromatográfico, fueron los siguientes (relaciones

v/v):

a) Para papel y celulosa

Sistema I (AcOH):ácido acético glacial-agua destilada (15:85).

Sistema II (BAA):nobutanol-ócido acético-agua destilada (4:1:5)

fase superior.

Sistema III (BEA):n-butanol-etanol-agua destilada (19:1:4).

Sistema IV : acetato de etilo-piridina-ác. acótico- agua (5:5:lz3).

Sistema V (TEA):ter-butanol-ác. acético-agua dest. (3:1:1).

b) Para poliamida

Sistema VI: cloroformo-metanol-metil etil cetona (9:4:2).

c) Para sílica gel
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Sistema VII: benceno.

Sistema VIII: cloroformo.

Sistema IX: benceno-acetato de etilo (95:5).

Sistema X: benceno-cloroformo (1:1).

En el texto se indicarán los sistemas, empleandosu abreviatura
O

o el numero romano correspondiente.

Cromatografía enggapadelgada de triterpenos y fitosteroles. La crtma

tografía de estos compuestos se efectuó, empleandoplacas de sílica gel

que se eluyeron con los sistemas de solventes VII a X, y se revelaron

con una mezclu de 20 ml de oloum 20% en 80 ml de ácido acético y pos

terior calentamiento a llho (Bermejogt._l. 1968). Los fitoeteroles

dan manchasverdes o azules, y los triterpenos, violeta o púrpura.

Cromatografía de flavonoidee. Para la cromatografía de estos compues

tos, se emplearonplacas de poliamida, celulosa microcristalina y

papel Hhatmann No l.

Las placas de poliamida, se desarrollaron con el sistema de sol

ventes VI. En las placas de celulosa, el desarrollo se efectuó con los

sistemas I a III, y para papel, se emplearon los sistemas I, II y V.

La técnica para detectar fiavcnoides, tanto en plucas de poliami

da y celulosa comoen papel, fue la observación con luz ultravioleta

a 254 y 366 nm (lámpara Desaga Uvis), y luego se sometieron a la ac

ción de vapores de amoniaco y observación ulterior con la mismaluz.

Para papel, ne empleó además solución al 5%de cloruro de aluminio
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en etanol (pulverizado), que da manchas amarillas (Cage y Vender, 1950)

y ferricianuro de potasio-cloruro fárrico (pulverizado), que da manchas

azules sobre fondo amarillo (Barton 93.21., 1952). En este último caso

las manchas deben mercarse de inmediato después del revnlado, ya que

con el transcurso del tiempo, el fondo se vuelve azul, e impide la

buena observación.

Bajo las condiciones mencionadas anteriormente, se pueden visua

lizar una buena parte de los tlavonoides naturales o sus agliconas

comofiavonas, flaVOnoles, isoflavonas, flavanonas, calconas, auronas,

antocianinas, catequinas, etc. (Harborne, 1958, 1959).

Cromatografía de hidratos de carbono. La cromatografía de estos com

puestos, se realizó en placas de celulosa con el sistema IV o en papel

con el sistema II.

Para detectar azúcares, se pulverizó la placa con una solución de

1,66 g de ¿cido o-ftélico y 0,93 g de anilina (bidestiJada sobre cinc)

en 100 m1 de n-butanol saturado de agua y posterior calentamiento, que

da manchas color marrón claro con aldohexosas (Partridue, 1949).

Cromatografía preparativa de los flavonoides detectados. Para la pre

paración cromatográfica de los flavonoides encontrados, se empleó

papel Hbatman 3 MM(46 x 57 cm), con elución descendente.

Cuando se empleó la técnica monodimensional, se trazó una línea

a 10 cm del lado mayor del papel, y sobre alla se depositó en la forma

mas homogéneaposible, con una pipeta adecuada, 1a solución de flavo
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noides, conteniendo hasta 200 mg de producto. Se eluyó empleando el

sistema I, hasta unos 2 cmdel borde inferior del papel.

Para la técnica bidimensional, se depositaron en la mismaforma

hasta 50 mg de flavonoides en soluc.ón metanólica, sobre un punto mar

cado en uno de los ángulos del papel, a 10 cm de cada uno de los bor

des. Se eluyó primero en el sentido mayor del papel, en todos los ca

sos se empleó el sistema V (TEA), hasta que el solvente llegó a 2 cm

del borde inferior del cromatograma (aproximadamente 24 hs. a 22°).

Los valores de Rf medidos en este sentido se indican como RfA.

Deepués de secar el cromatogramaal aire, se eluyó en 1a direc

ción perpendicular a la anterior, utilizando el sistema I (AoOH),

hasta unos 2 cm del borde inferior de] cromatograma. Esta operación

demanró unas 5 hs a 22°. Los valores de Rf medidos en este sentido se

indican como RfB.

Cromatografía en columna. Los adaorbentes utilizados fueron los si

guientes: Silica Gel para columna grado 923, malla 100-200 (Davison

Chemical, Estados Unidos); polvo de celulosa HhatmanChromedia CF-ll;

polvo de nylon marca Pol/penco, tipo 66-D (The Polymer Co., Reading,

Estados Unidos).

Preparación de colwnnas de poliamida. La cantidad de poliamida necesa

ria suspendida en agua, se vertió dentro de la columnacromatográfica,

en cuya salida se habia colocado una pequeña cantidad de lana de vidrio.

Se hizo pasar agua hasta que el nivel superior del adsarbente permane
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ciere estacionario, y ademásse asegure 1a eliminación de los residuos

de bajo peso molecular que contenga el adsorbente.

Cromatografía en fase gaseosa. Todas las cromatograffas gas-líquido se

realizaron en columnasde acero rellenas con fases líquidas y soportes

de Applied Science Laboratories, Inc. (Pennsylvania), según las si

guientes condiciones:

gángEgïo HIDROCARBUROS TRITERPENOS ESTEROIDES TMS ETERES DE
AZUCARES

COLUMNAS (JV-101, 3% id. ov-1. 3% ov-17, 3%

Fase líquida(1)

Soporte (2) Chromosorb W id. id. Chromosorb H
(AW-DMCS) (H.P.)

Long. y diam. 130; 0,32 cm id. id. id.

FLUJO DE GASES
cm3/min.

Portador(N2) 40 60 60 55

Aire 220 200 220 220

Hidrógeno 35 35 35 35

TEMPERATURAS

("C

Horno, inicial 200 250 250 130

Horno, final 280 290 290 200

cámara inyec. 1280 310 300 180

Detector 300 330 335 260

OPERACION 200-280 250-290 250-290 130-200

Veloc. programa 1)°C/min 10 10 6
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(1) Las fases 1í1uidas OV-l y 0V-101 son metil siliconas, mientras

que 0V-17 es una metil-fenil silicona (50%).

(2) E1 Chromoaorousado para soporte es en todos los casos, del tipo

lavado con ácidos y tratado con dimetilclorosilano.
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APLICACION DE METODOS ESPECTEJSCOPICOS PARA DETERMINAR LA ESTRUCTURA DE

FLAVONOIDES.

Nos referiremos en este caso e las estructuras de flavonas y fla

vonoles, que fueron los compuestos hallados en este trabajo, aunque

los métodos detallados a continuación pueden aplicarse a otros flnvo

noides.

ESTUDIO DE LA ABSORCION U.V.

Les flevonas (30) y los flavonoles (33), generalmente exhiben dos

máximos de absorción, uno en la zona de 320-280 nm (bands I), y otro

en 1a zona de 270-240 nm (bands II) (Skerzynski, 1939). Le posición e

intensidad de cede uno de estos máximos, Jaríe con le sustitución en

los restos aromáticos (anillos A y B), y en el ciclo piránico (C).

(30) (33)
Un estudio de los espectros U.V. de flevones y flevonoles, con

diferente sustitución e distinto pH, indicó que le bands II está asocia

da prácticamente siempre con la absorción del anillo A, y le banda I
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con la absorción del anillo B (Jurd y Horouitz, 1957).

El agregado de reactivos específicos, comocloruro de aluminio,

metilato de sodio, acetato de sodio, ácido bórico-acetato de sodio,

producen desplazamientos de los máximos, de acuerdo con la posición de

los grupos funcionales, lo cual con la información que actualmente se

posee, ayuda a determinar la posición de los sustituyentes en el esque

leto flavonoide.

Para esta operación se emplea una solución de la aglicona o glicó

sido en metanol (aproximadamente 0,1 mg en 10 m1 de solvente) (Porter

y Markham,1970), estudiéndose sobre fracciones de 2,5 m1 de la misma,

las modificaciones que producen sobre las bandas I y II, la adición de

los reactivos mencionados.

Cloruro de aluminio - ¿cido clorhídrico. (Grupos hidroxilo en posiciones

3 y 5). A la solución metanólica preparada camo se ha indicado, se aña

dieron 6 gotas de una solución 5%de C13A1en metanol, y se observó si

se producían desplazamientos, que son siempre batocrómicoe, en las ban

das I y II.

Se agregó a la misma solución, conteniendo C13A1, 3 gotas de solu

ción acuosa de ácido clorhídrico 30%,y se observó si había variaciones

en los desplazamientos producidos con el reactivo anterior.

E1 C13Alsirve para la detección de grupos hidroxilos en las posi

ciones 3 y 5 (Hürhammery Bünsel, 1952; Jurd y Geissman, 1956). Las

5-hidroxif1avonas, forman un complejo metálico que provoca desplazamien

tos batocrómicos en la banda I de 35 a 55 nm, mientras que en los fla
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vonoles (3-hidroxiflavonas), el desplazamiento de dicha banda es de

aproximadamente 60 nm. Estos complejos son estables aun en medio ácido.

Los complejos con aluminio, formados por grupos hidroxilos vecinos

dan también desplazamientos batocrómicos, pero se descomponen en medio

acido, produciendo un corrimiento hipsocrómico de 30-40 nm (Markhamy

Hebry , 1968) .

Metóxido de sodio. (Grupos hidroxilo en posiciones 3 y 4'). Sobre otra

porción (2,5 ml), de 1a solución metanólica del flavonoide, se añadie

ron 3 gotas de una solución de 2,5 g de sodio en 100 m1 de metanol.

Un desplazamiento batocrómico de la banda I, entre 40 y 65 nm, sin

disminución de su intensidad, es utilizado comodiagnóstico para la

presencia de un hidroxilo en 1a posición 4' (Mansfield 93.51., 1953;

Nordstrom y Suain, 1953).

La adición de alcali fuerte a flavonas y flsvonoles, produce des

plazamientos variables de todas las bandas de absorción. La presencia

simultánea de hidroxilos libres en las posiciones 3 (ciclo C) y L'

(anillo B), determina que los flavonoides sean inestables en este medio,

y los máximos desaparecen en pocos minutos (Jurd y Horouitz, 1957).

Acetato de sodio. (Determinación de hidroxilo en posición 7). Cuandose

satura con una base débil, comoes el acetato de sodio, la solución me

tanólica del flavonoide, se ionizan solamente los grupos hidroxilos mas

acídicos, que ocupen las posiciones 3, 7 y 4' (Jurd y Horovitz, 1957).

Si existe un hidroxílo en 1a posición 7, se producirá un desplaza
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miento batocrómico de le banda II de 5 a 20 nm. Estos desplazamientos

no suelen ser tan fácilmente observsbles como los de la banda I en me

dio alcalino fuerte.

Con este reactiva (AcONa),también se observa disminución de le

intensidad de absorciín de las bandas, en presencia de un grupo de sus

tituyentes sensibles a élcalis. Son los flavonoides que contienen hidro

xilos en posiciones S, 6 y 7; 5, 7 y 8 y 3, 3' y 4',

Acetato de sodio-ácido bórico. (Grupos hidroxilos vecinos). Puede estu

diarse tmnbién la presencia de grupos hidroxilos vecinos, observando

las modificaciones producidas por agregado de acido bórico a la solu

ción saturada con acetato de sodio (Jurd, 1956). La reacción ha sido

modificada por Mabry23.51.. (1970), para poder estudiar sustancias

inestables a los alcalis.

Se investiga primero la estabilidad de la muestra en metóxido de

sodio, tal como se ha indicado. Si le muestra no se descompone, a la

solución saturada con AcONa,se la satura con ácido bórico y se deter

mina su espectro.

Un corrimiento batocrómico de 12-30 nm de la banda I, implica le

existencia probable de un grupo de hidroxilos vecinos en el anillo B.

Ocurre un hecho similar si existen hidroxilos vecinos en el anillo A.

Si la muestra es inestable en MeONa,se añaden a la misma 5 gotas

de una solución saturada de ácido bórico en metanol, que luego se satuu

ra con AcONa,y se determina el espectro de inmediato.

Si existen hidroxilos vecinos, se observan los desplazamientos in
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dicados anteriormente.

ESPECTHOSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA PHOTONICA (R.M.P.)

La detenminación de los espectros R.H.P. de los glicósidos flavo

noidee y agliconas, fue realizada transformándolosen trimetil siiil

eteres (TMSéteres), siguiendo las técnicas indicadas por Weiss g;._¿.

(1961.) y Mabry _e¿.a_1., (1965).

Los TMSstores, se obtuvieron añadiendo a una solución de la

muestra (25 mg) en l m1de pirldina seca, 0,5 ml de hexametil disil

azano (Fluke, Suiza) y 0,5 m1de trimetilclorosilano (Sohuchardt,

Alemania), y se mantuvo tapado 5 minutos a temperatura ambiente. La

mezcla resultante fue evaporada a sequedad a presión reducida (lO mm

de Hg), y secada a temperatura ambiente durante LS minutos (l mmde Hg).

El residuo libre de solvente, se extrajo con tetraclorurc de cer

bono (1 m1), y se filtraron las sales, evaporándoue a sequeda« el fil

trado. El residuo amorfo resultante, se uso inmediatamente paIa la de

terminación del espectro R.M.P. empleando CCl¿ como_solvente.

El producto empleado para la determinación de su espectro R.M.P.,

se recuperó en algunos casos, evapornndo el solvente y disolviéndolo en

metanol aeuoso, con el agregado de una gota de ácido acético, y dejando

lo una noche a temperatura ambiente. El sólido obtenido, puede ser em

pleado para ensayos cromatográfícos.
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METODO EMPLEADO PARA LA IDENTIFICACION DE GLICOSIDOS FLAVONOIDES

Cuandose aisla un glicósido y se quiere determinar el espectro

R.M.P. de la aglicona, utilizamos con resultado el siguiente método:

30 mg del glicósido, se tratan con 3 ml de ¿cido clorhídrico 2Ny se

calientan a 110° durante l hora en tubo cerrado. La aglicona, se extrae

de la mezcla resultante con acetato de stilo (5 x 2 ml), el extracto

se saca sobre sulfato de sodio, se filtra y se evapora; el residuo se

emplea para la detanninación espectroscópica de la aglicona, en la for

ma antes indicada.

Cuandola aglicona no puede extraerse, luego de la hidrólisis,

mediante un solvente orgánico no miscible, se pasa la solución acuo

sa acfdica, por una columna de poliamida (4 x 1 cm) preparada en agua,

que fija toda la aglicona liberada. Se lava la columnacon agua, que

eluye todos los hidratos de carbono, hasta que la muestra eluida tenga

pH 7. Esta se evapora a sequedad y se procede a la determinación de

los azúcares comose indica mas adelante.

La columna se eluye luego con etanol, lo cual permite recuperar

1a aglicona que en algunos casos incluso puede cristalizar de los liqui

dos de elución. Este extracto, puede emplearse para la determinación

eSpectroscópica y cromatográfica.

Para identificar los azúcares provenientes de 1a hidrólisis ante

rior, lo mas conveniente es el empleo de la cromatografía gas-líquido

de los TMSéteres correspondientes, aprovechando 1a solución acuosa

acídica extraída con acetato de etilo. Este extracto se evapora a seco



y se disuelve en pirifiina seca (0,5 m1).

Los TMSéteres de los azúcares, se preparan por agregado sucesivo

de 0,2 m1de hexametil disil azano y 0,1 m1 de trimeiil clorosílano, en

un frasco ampolla de L m1 de capacidad. Se deja reposar 15 minutos a

temperatura ambiente, se centrifugan las sales insolubles Fonnadas

durante la sililación, y la solución sobrenadante, si está límpida, es

utilizable para c.g.1.
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TRATAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

A. Morrenia brachystephana Griseb.

EXTRACCION.La parte aérea del vegetal (ramas y hojas) (6 kg), secada

en estufa a 45°, fue molida empleando una malla de 2 mmen un molino

Wiley, modelo ED-S.

E1 polvo obtenido, fue extraído en forma continua, en un extrac

tor SGAScientific Inc. modelo JE 5550, utilizando 3 kg cada vez, con

éter de petróleo durante LOhs.

El extracto dio por evaporación, un aceite espeso de color verde

oscuro (282 g, 4,7%) (Residuo I).

A continuación, el vegetal extraído, fue secado y sometido a una

extracción con cloroformo durante 30 hs, obteniéndose al evaporar el

solvente, un residuo siruposo oscuro (53 g, 0,8%), que se denominó

Residuo II.

Por último, el sólido restante, una vez secado, fue extraído con

metanol durante 60 hs. Se obtuvo una solución oscura con un contenido

de 1490 g de sólidos (23,3%), que se denominó_Reaiduo III (extracto

metanólico).

Fraccionmniento del Residuo I. Una pequeña fracción del Residuo I,

disuelta en éter de petróleo, cromatografiada en capa fina (sílica gel,

Sist. X, rev. óleum/AcOH), dio un grupo de manchas aglomeradas y poco
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definidas con Hf 0,54i,9, y otro grupo con Hf 0,0-O,3, formado por man

chas de poca intensiüad. Ademásen toda la placa se observó un fondo

de color gris. Comoevidentemente las placas no podrian emplearse para

fines preparativos, se resolvió efectuar un fraccionamiento con columna

de silica gel.

Cromatografía en columna del Residuo I. Cuarenta gramos del Residuo I,

se mezclaron con 90 g de sílice gel, y la pastilla formada, fue croma

tografiada en una columna del mismomaterial (740 g, 59 x 7 cm), empa

pada con éter de petróleo. La elución se efectuó, empleandodistintas

mezclas de solventes, recogiendose fracciones de 1 litro. Las fracciones

fueron evaporadae individualmente y los residuos analizados por c.c.d.

Los resultados se indican en la Tabla 8.

Fracciones 1-2. Identificación de hidrocarburos alifáticos. El sólido

blanco cristalino, Liebermann-Burchardnegativo, eluido en las primeras

fracciones, fue recristalizado, disolviendo en benceno hirviendo y

añadiendo metanol caliente hasta turbiedad. Dejado en cámara fria duran

te la noche, se obtuvieron láminas brillantes de p.f. 65-679.

Analisis: encontrado: C, 85,1; H, 14,4.

V.: no absorbe en 1a zona ¿50-220 nm.U.

1.a. (nujol): 1400 (CH3-; -CH2-); 800 cm'l (-CH2-).

R. M.P. (c0013): 0,89 (e, -cg3); 1,26 (s, -cu2—) ppm. Relación aproxima

da 1:10.
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Cromatografía en columna de sílice gel del Reaiduo I

Fr.N° Solvente Relación Peso Punto de Reacción Producto obtenido
elución gr fusión L.B. a)

1-2 éter de 2,322 60-659 (o) sólido blanco cris
petróleo talino

3-4 a.p./ 95:5 0,020 aceite (b)
benceno

5-7 " 9:1 4,264 190-2259 (+) sólido amarillo
naranja

8-18 " 8:2 14,900 172-1959 (+) sólido amarillento
cristalino

19-20 " 7:3 0,640 (+) aceite amarillo (b)

21-22 " 1:1 0,904 (+) aceite (b)

23-25 benceno 0.320 (+) aceite (b)

26-31 benceno/ 1:1 3.264 145-1609 (+) sólido blanco
cloroformo cristalino

32-33 cloroformo 0 ,880 (iz) aceite (b)

34-37 metanol 7.336 (-) aceite verde oscuro

34.900

(a) Reacción de Liebermann-Burchard, realizada en placa de toque:

(+): positivo; (*): débil; (-): negativo.

(b) estas fracciones fueron descartadas.
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Los datos de análisis y espectroscópicos, demostraron que se trata

ba de hidrocarburos, los cuales sometidos a una cromatografía gas-líqui

do, resultaron ser una serie homólogade hidrocarburos lineales, siendo

asignada 1a identidad de las señales, mediante el empleo de varios

standards. E1 componenteprincipal, fue el hentriacontano (C31H6¿),que

representa el 52%del total de hidrocarburos, siguióndole en importan

cia el tritriacontano (C33H68)con 23%.

Los tiempos de retención y porcentajes relativos, pueden verse en

1a Tabla 9.

TABLA 9

n9 de át. 23 25 27 28 29 30 31 32 33
carbono

5 1.7 1.9 2.8 0.9 9.4 2.9 51.9 ¿.4 23.2

tiempo de

retencion 339 423 508 560 611 673 757 847 960 (x)seg.

(x) Condiciones indicadas en 1a página 114.

Fracciones 5 —18. Aislamiento de trans-cinemato de germanicol y acetato

de germanicol.

a) Fracciones 5-7. Estas fracciones, estudiadas por c.c.d., dieron una

única manchaprincipal de Rf 0,66 (silica gel, cloroformo), con impure

zas de mayorRf. Estas fracciones reunidas y recristalizadas repetidas

veces de benceno-alcohol, y luego de acetato de etilo, dieron placas
10

hexagonales incoloras de p.f. 248-2509 (210 mg), El]; = +B,2 (c: 3,22
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cloroformo), que fueron identificadas posteriormente cemotrans-cinemato

de germanicol.

b) Fracciones 8-18. Fraccionamiento de cinamato y acetato de germanicol.

El análisis de estas fracciones por :.c.d., dio dos productos de

Rf 0,65 y 0,56 (sílice gel, cloroformo). Debidoa la similitud de su

contenido, se reunieron, y una parte (5,2 g) fue cromatografiada en una

columna de sílice gel (600 g, 57 x 6 cm) empapada en-éter de petróleo,

recogiendose fracciones de 200 ml según el detalle de la Tabla 10

Las distintas fracciones obtenidas en este cromatografía, que

contenían productos idénticos, segúnel análisis por c.c.d., sa trabaja

ron en la forma indicada a continuación.

Las fracciones cristalinas ll a 38 (Tabla 10) con Rf 0,65, fueron

reunidas y recristalizadas repetidas veces de acetato de etilo. Se

obtuvo un producto cristalino blanco, de punto de fusión 249-2509,

idéntico al obtenido de las fracciones 5-7 recristalizadas (Tabla 8 ).

Esta sustancia fue soluble en cloroformo y benceno, poco soluble en

acetona y acetato de etilo; EiJÉ8°:+8,65 (c: 4,125, cloroformo), que

resultó ser ¿IEEE-cinemato de germanicol.

Análisis, encontrado C. 83.45; H. 10.20.

calculado para C39H5602:C, 84,12; H, 10,13.

u.v. (mou): kmáx. 2'78nm (log. s, 4,2).

I. . (BrK): 1730 (carbonilo de éster °(-{3 no saturado); 988 (doble:0

ligadura); 775 cm'1 (aromático). Figura 21.
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TABLA 10

Cromatografía de las fracciones 8-18 de la Tabla 8

Fr. N9 Solvente Relación Peso Punto de Producto obtenido (1)
alución mg fusión4%

1-3 éter de 
petróleo

4-10 e.p./ 9:1 166 180-2209 aceite Ef 0,65 e impu
benceno raza de Br 0,73

11-24 " 8:2 630 217-230 cristales R! 0,65

25-38 " 7:3 1574 222-235 cristales Rf 0,65

39-59 " 6:4 109o 190-215 Criet. Rf 0,65 y ar 0,56

60-69 " 1:1 846 185-218 crist. Rf 0,65 débil y
Rf 0,56

70-74 benceno 480 212-240 cristales Rf 0,56

75-79 benceno/ 1:1 54 aceite
cloroformo

4840

(l) Los productos obtenidos fueron estudiados por cromatografía en

capa delgada de eilica, eluyendo con cloroformo y revelando las

manchas con el revelador óleum-ácido acético.
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5;!¿f. (c0013): 0,75; 0,95; 0,92; 0,97; 1,03; 1,12 (24 H, m, 8 x 053-);

¿,73 (1 H, m, 5-03); 4,98 (1 H, s, 5-019); 6,60 (1 H, d, Jtrans

16 Hz, -COzcfi::CH-); 7,55 (5 H, m, Arg); 7,35 (1 H, a, Jtrans:

16 Hz, ArCfi=CH-) ppm. Figura 22.

g¿g¿: M* , 556 (8,65%); 408 (7,3); 393 (8,5); 218 (23,4); 204 (100);

189 (81); 147 (14,8); 131 (91).

Hidrólisis alcalina del producto de p.f. 249-2509.

a) Aislamiento de germanicol. E1 producto de p.f. 249b250° (116 mg),

disuelto en benceno (10 m1) fue hervido a reflujo con una solución de

hidróxidc de potasio en etanol 10%(10 m1) durante dos horas.

E1 producto de la reacción fue diluido con 20 m1 de agua y extraí

do con benceno (3 x 20 m1). E1 extracto bencénico se lavo con agua

(3 x S m1), se secó con sulfato de sodio y se evaporó el solvente a

sequedad. E1 residuo blanco cristalino (90 mg) fue recristalizadc de

acetona para dar agijas blancas de p.f. 176-1779 (Rf 0,30, sflica gel,

cloroformo); Lijseï:-+6,1 (c, 3,25; clorofonmo), que fue identificado

comogermanicol. Sinpson (1944idio p.f. 176-1779, El]%7ï: + 5,8.

Su espectro infrarrojo fue superponible con el de una muestra autén

tica.

Análisis, encontrado C, 83,95; H, 11,86.

calculado para C30H500 : G, 84,30; H, 11,80.

I.H.(BrK): 334o (hidroxilo); 870 cm'1 (doble ligadura). Figura 25.
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¿MWNIJM 0,77; 0,87; 0,93; 0,97; 1.01;1,o7 (21.a, m, a x 053-);

3,10 (1 H, m, H-C3); 4,60 (1 H, s, H-Clg) ppm. Figura 26.

W. 426051); 411 (22).!" - metilo; 1.08(5).M*- agua; 393 (3)

213 (69); 205 (51); 201. (100); 189 (94); 177 (89).

El espectro de R.M.P. coincidió con el registrado en la literatu

ra, Ireland gt.a_l., 1970, y González 93.51.,(1‘771). El espectro de masa

coincidió con el descrito por Chowy Quon (19%)).

b) Aislamiento de ¿cido trans-cinómico. La solución acuosa alcalina

anterior, se acidificó con ¿cido clorhídrico (pH2) y se extrajo con

clorofonmo (3 x 15 m1); se secó sobre Sulfato de sodio, y se evaporó

a sequedad“ Por cristalización de agua, se obtuvieron agujas blancas de

punto de fusión 134-1359. E1 punto de fusión mezcla, con una muestra

auténtica (p.f. 134-1359)obtenida por cristalización de un producto

comercial (Eastman Kodak), no sufrió depresión.

Equivalente de neutralización: encontrado 148,0

calculado para 09H802, 148,16

9.1; (nos): )\ 275 nm (log. e 4.30).móx.

I.R, (BrK): 2920 (banda ancha, carhoxilo); 1680 ( carbonilo de ácido);

976 ( HC::CHtrans); 773 (aromático monosustituido ); 703

(aromático monosustitufdo) cm-l.

12.14? (cnc1 ): 6,46 (1 H, d, J z 16 Hz, Hc=cy_—coz-); 7.1.3 (5 H,-—!—-'- 3 trans

m, Arg); 7,81 (1 H, d, Jtmnsz 16 Hz, ArC_}_l_=CH—);10,3

(1 H. a. 4021i ) pm
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Aislamiento de acetato de germanicol. Las fracciones 70-74 (TablalO)

que daban una sola manchade Hf 0,56 fueron recristalizadas varias ve

ces de acetona, obteniéndose láminas triangulares cristalinas de p.f.

272-2739, [d]¿e :+17,8 (c. 2,56 clorof‘ormo). El punto de fusión mez

cla con una muestra auténtica de acetat« de germanicol (p.f. 273-2749)

no mostró depresión. Simpson (191.4). p.1‘. 274-276°,[agfio=+18,1.
Su I.R. fue superponible con el de una muestra auténtica.

Análisis, encontrado C, 81,05; H, 10,90.

calculado para 032H5202: C, 81,99; H, 11,11.

l¿fi¿ (BrK): 1730 (carbonilo de acetato) cm-l. Figura 23.

M (013013):0,75; 0,85; 0,91; 0,95; 1,03; 1,10 (21.H, m, a x c534;

2,05 (3 H, s, cH3-002-); 4,50 (1 H, m, 5-03); ¿,87 (1 H, s,

11-019) ppm. Figura 24.

¿314: Mi 468 (95); 453 (26); ¿oe (9 ); 393 (10); 218 (93 ); 201. (100);

189 (59); 177 (56).

Hidrólisis alcalina de acetato de Eermanicol. En 10 m1 de benceno, se

disolvieron 83 mg de acetato de germanicol y fue hervido a reflujo con

solución de hidróxido de potasio en etanol 10%(10 m1), durante una

hora. El producto de la reacción se diluyó con 20 ml de agua y se

extrajo con benceno (3 x 20 nl). E1 extracto bencénico lavado y secado

se evaporó a seco. El residuo fue recristalizado de acetona para dnr

agujas blancas de germanicol (52 mg) de p.f. 176-1779, E438: + 5,4

(c. 1,82 cloroformo). Sus propiedades físicas (p.f. mezcla) y eSpectros
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cópicas ( I.R. superponible, R.M.P.), coincidieron con los de una muestra

auténtica.

Aislamiento de germanicol libre. Las fracciones 26-31 de ia columna de

purificación del extracto en éter de petróleo (Tabla 8 ), dio una man

cha de R! 0,30 (sílica gel, cloroformo), que recristalizada de acetato

de etilo varias veces, dio agujas blancas de germanicol de p.f. 176

1779, [0L]É8=+6J (c. 3,12 cloroformo).

Las propiedades físicas (p.f. mezcla) y espectroscópicas ( I.R.

euperponible, R.M.P.) coincidieron con las de una preparación anterior.

Preparación de acetato de germanicol. Se adaptó el método de Simpson

(1944). A 120 mg de germanicol de p.f. 174-1759 disuelto en 4 ml de

piridina, se le agregaron L m1 de anhídrido acético y se dejó a tempe

ratura ambiente. Luego de 20 hs, la mezcla fue volcada sobre 10 m1 de

agua helada y el precipitado formado (125 mg, 95%), se filtró y se sacó.

Recristalizado de acetona, dioléminas de acetato de germanicol de p.f.

270-272°,E>L]ÉO=+17,1. (c. 2,73 cloroformo) . Literatura, Simpson

(1941.) p.f. 274-2769.

Begzoet : se preparó según la técnica habitual (Simpson, 1944). con

cloruro de benzoilo y piridina a 100° (3 hs). Recristalizado de ben

ceno-alcohol (3:1) dio láminas brillantes de p.f. 263-2659; Lilío :

4-37,2 (c. 2,78 cloroformo). Literatura, Simpson (19%4). p.f. 269

2700; É9O=+39,o
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I¡R¡ (BrK): 1720 (carbonilo de benzoato); 780 cm-1 (arolático monoeus

tituído).

RgM!P¡(cnc13): 0,74; 0,90; 0,92; 0,96; ;,oo; 1,07 (24 u, m,8 x qg3-);

4’73 (1 “o m! 5'03); 4:87 (1“! 3! E419); 7'50 (3 Homv

Arfl); 8,07 (2 H, m, Arg) ppm.

Preparación de trans-cinemato de germanicol. Se preparó segun el méto

do empleado por Cohen (1908) para sintetizar el trans-cinemato de

[5-amirina, haciendo ruaccionar cloruro de trans-cinamoílo con {enma

nicol, comose indica mas abajo.

El cloruro de ¿gang-cinamoílo necesario, fue preparado según

Womacky McWhirter (1940). En un balón de 25 ml. ee mezclaron 4,5 g

de ¿cido t-cinámico comercial (p.f. 137-1389, etanol), con 3,6 g de

cloruro de tiouilo (p.eb. 75-75,S°, ¿21,64 g/ml). Se adaptó un refri

gerante para reflujo, y se calentó en baño de glicerina a 909 duran

te una hora. El cloruro de ácido formado, se destiló bajo presión re

ducida (890, 0,05 mmHg), y se usó de inmediato.

Pregaragiénidel éster cinámico. A 87 mg de genmanicol de p.f. 174-1769

disuelto en 5 m1 de benceno, se agregaron 0,2 ml de piridina y 50 mg

de cloruro de t-cinamoilo, y se calentó a reflujo durante una hora.

Luego de ese lapso, se destruyó el exceso de cloruro de ¿cido con

lO ml de solución de bicarbonato de sodio 10%. La solución alcalina ee

extrajo con éter etílico (3 x 5 m1), y el extracto etéreo lavado y

secado sobre sulfato de sodio, se evaporó para dar un sólido, que
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purificado por cinco criatalizaoionee de acetato de etilo, dió láminas

prisma'ticas de p.f. 247-2599,[0(]¡2)19=+8,92 (c. 2,72 cloroí‘ormo), que

se identificó comotrips-cinemato de germanicol.

Sus propiedades fisicas (p.f. mezcla) y espectroscópicas (I.R.

superponible, R.M.P., E.M.) coincidieron con las del producto aislado

directamente de Morrenia brachyetephana.

Oxidación de germanicol. La oxidación se llevó a cabo, empleando el

método de Jones (Bowersgt.g;., 1953) con solución de ácido crómico

en acetona. La solución de ácido crómico, se preparó agregando a 2,66

g de óxido crónico, 2,30 g de ácido sulfúrico concentrado, y se llevó

el volumen a 10 m1 con agua destilada.

Se disolvieron 92 mg de germanicol (p.f. 176-1779) en 30 m1 de

acetona. A esta solución, agitada mecánicamente, se le agregó con una

microbureta, 1a solución de ácido crónico, hasta que ae mantuvo un

ligero color naranja persistente (0,3 m1). El exceso de ácido crómico

se destruyó por adición de etanol, se diluyó con 30 m1 de agua y se

extrajo el precipitado producido, con éter etílico (3 x 50 m1). El

extracto etéreo lavado y secado, se evaporó a presión reducida, y

el producto obtenido (85 mg, 92%), recristalizado de benceno-alcohol

(3:1), dio laminas brillantes de germaniconade p.f. 184-1859. Lit.

Dupont y Julia (1947), 186°; Gonzalez y Mora (1952), 185-1869.

l¿fl¿ (nujol): 1680 (carbonilo de cetona); 850 cm_1(doble unión).Fig.27

1mm. (00013): 0,75; 0,91.; 0,96; 1,03; 1,07; 1,11 (2/. H, m, a x c534;
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4,86 (l H, a, fi-Clg) pm. Fi gura 28).

Los datos del espectro de R.M.P. coincidieron con los registrados

en la literatura (Gonzálezgtqgl., 1971).

Transformación en medio ácido de acetato de germanicol. A una suspen

sión de 50 mg de acetato de germanicol (p.f. 272-2749) en 40 m1 de

¿cido acótico glacial, se agregaron 1,3 ml de acido clorhídrico con

centrado. Se calentó a reflujo en baño de aceite, durante 3 ha .

Luego de ese período, se diluyó la solución con 40 ml da agua des

tilada y luego de neutralizar, se extrajo con clorofonmo (4 x 30 ml).

Los extractos clorofórmicos reunidos, se secaron sobre sulfato de

sodio, y se evaporó el solvente. El sólido obtenido (¿3 mg),de p.f.

crudo 182-1899 y homogéneopor cromatografía en capa delgada, fue

recristalizado de alcohol L veces, para dar placas brillantes de

p.f. 203-2059 que dieron el mismoRf que el producto de partida en

3 sistemas de solventes distintos. (Sistemas VIII, IX y X).

Este producto de p.f. 203-2059, estudiado por cromatografía gas

liquido, mostró ser mezcla de dos componentes en proporción aproxima

damente equimolecular, uno de los cuales mostró un tiempo de retención

similar al del acetato de germanicol original. (Tr, 9,37 min.).

Los intentos de separación de esta mezcla por cristalización o

métodos cromatogróficos,no fueron efectivos.

Cuandose repitió la experiencia anterior con germanicol, tanto

en las condiciones anteriores, comoempleando cloruro de hidrógeno
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seco, que se hizo pasar a través de la solución clorofórmice del

compuesto que se deseaba transformar, el producto crudo aislado, luego

de diluir con agua le mezcla de reacción, recristalizado de etanol,

dio places brillantes de p.f. 207-2099. Su estudio cromatográfico

por c.g.1. mostró la presencia de dos sustancias en relación aproxi

madamenteequimolecular, una de las cuales tenía un Tr similar al

del germanicol de partida.

En este caso, tampoco pudo conseguirse la separación de los

componentesde la mezcla, tarea en la cual se continúa trabajando.



Hidrólisis alcalina del HesiduoI

Una parte del Residuo I (50 g) fue reflujada con agitación, con

una solución de 50 g de HOKen 50 m1 de agua, 700 ml de etanol y 150

m1 de benceno, durante 4 hs.

Se enfrió y se separó por filtración, un material gomosoinsoluble

que se descartó.

La solución alcalina, se concentró hasta un volumen aproximado

de 250 m1, se diluyó a continuación con agua hasta un volumen final

de 2,5 lts, y luego se extrajo el insaponificable con éter etílico

(6 x 100 ml).

Loa extracto: acuoaos combinados, fueron acidificadoa (pH 2),

precipitando una mezcla de ácidos sólidos de bajo punto de fusión

(2,2 g) que se separaron y estudiaron posterionmente.

La solución etórea, lavada hasta neutralidad y sacada, fue eva

porada, y se obtuvo un sólido (7,6 g), soluble en benceno, que anali

zado por c.c.d. (sflica gel, cloroformo), mostró contener dos pro

ductos que dieron positiva la reacción de Liebermann-Burcherd, de

Rf 0,30 (color violeta) y Hf 0,18 (color verde azulado), que demos

traron ser, germanicol y mezcla de fitosteroles.

Separación y caracterización de germanicol y fitoateroles. Unaparte

del sólido obtenido (1,5 g), disuelto en 7 m1 de una mezcla de é‘er de

petróleo-benceno (8:2), fue cromatografiada en una columnade sílice

gel (150 g, 34 x 3 cm), recogiéndoae fracciones de 20 m1, y eluyéndo
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las con los sistemas de solventes indicados en la Tabla 11.

TABLA 11

Cromatografía en columnade silica gel de germanicol y fitosteroles.

Fr. N9 solvente relación masa p.f. producto obtenido
elución v/v mg

1-5 éter de 8:2 
petróleo/
benceno

6-15 " 7:3 187 148-158g cristales Rf 0,30

16-65 " 6:4 422 138-1539 cristales Rf 0,30

66-115 " 1:1 461 101-1159 cristales Rf 0,30 y 0,17

116-140 " 3:7 115 117-1289 cristales Rf 0,18

141-165 benceno 11 aceite

1196

Las fracciones 6 a 65 se reunieron y se evaporaron, separóndose

un sólido (605 mg) que recristalizado de acetato de etilo, dio agujas

blancas de germanicol de p.f. 176-1779.Pq31°::+6,1. Todos los datos,

fisicos (p.f. mezcla), y espectroscópicos (I.R., R.M.P. y E.M.) y

derivados preparados (acetato y benzoato) coincidieron con los ante- /

riormente descritos para el germanicol.

Las fracciones 116 a 140 reunidas y evaporadas, dieron un sóli

do, que recristelizado de etanol, dio agujas de p.f. 139-1409,

[oqgooz -34,2 (c. 1,85 cloroformo). Este producto analizado por cro
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matografia gas-liquido (condiciones en Métodos Empleados), mostró ser

una mezcla de dos componentes con tiempos de retención relativos

(Trr) al colesterol, TrrA: 1,14 (18%); TrrB: 1,32 (82%). Estas seña

lea coincidieron con los tiempos de retención relativos de una mues

tra auténtica conteniendo campeaterol y eitoaterol respectivamente.

El espectro de masa del producto de p.f. 139-1400 coincidió con

los datos de Knights (1967) para sitoaterol contaminado con impureza

de campesterol, como se encontró por c.g.1. y que ya fue comentado en

1a discusión de la Parte Experimental.

El producto de p.i. 139-14C9fue acetilado según la técnica habi

tual, con anhídrido acético y piridina a temperatura ambiente, obteniág

dose un producto que recriatulizado de etanol, dio agujas de p.f. 120

121°,[0q 309: -42° (c. 1,12 cloroformo). Los datos de literatura

(Nishioka 52.21., 1965) para sitosterol y campesterol purificados po:

c.g.1. son: sitoaterol, p.f. 137-1380,[dJÉOQ:.-399; acetato, p.f.
20° 209

120,5-121,5°, [NJD .= -439; cmnpesterol, p.f. 158-1599, [dan = -37°;
20°acetato,p.f. =.449.
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Estudio del extracto metanólico. El extracto metanólico obtenido de

1a extracción del material vegetal, fue concertrado a dos litros,

obteniéndose un jarabe de color oscuro. En el curso de la evaporación

ee produjo un precipitado cristalino, que se filtro, y lavado con me

tanol, dio 83 g de un producto que se caracterizó comocloruro de pota

aio.

Unamuestra de este jarabe disuelta en metanol, fue analizada

por cromatografía bidimeneional en papel, visualizando las manchas

con los reveladores generales de flavonoidee (Ver Métodos Cromatogra

ficoa). Dio cinco manchasde buena intensidad, tal cual se indica en

la figura 29.

RfB

Q
o

oo CJ
FIGURA 29

'1th

La manchade RfA: 0,65; RfB: 0,0 ee característica de clorofila.

Las otrae cuatro manchas, fueron caracteriaadae posteriormente como:

a) luteolina (RfA: O,5¿; HfB: 0,03); b) glucoluteolina (HfA: 0,42;
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BIB: 0,12); c) isoquercitrina (RfA: 0,49; RfB: 0,28) y d) rutina

(RfA: 0,46; ngz 0,55).

Parte del papel dio una coloración homogéneade fluorescencia azul

(luz UV, 366 nm), donde no se distinguieron manchas intensas.

Fraccionamiento del extracto metanólico. Un litro de 1a solución meta

nólica concentrada (contenía 610 g de residuo seco), se evaporó con

vacío, añadiendo pequeñas cantidades de agua, hasta eliminación total

del netanol. En estas condiciones se produjo un precipitado gomoeo,

que se mantuvo en suspensión. Se añadió agua con agitación, hasta un

volumen de A lt.

La suspensión resultante, fue extraída con butanol saturado de

agua (6 x 700 m1), obteniéndose dos fases. La fase inferior, predomi

nantemente acuosa (de color amarillo claro), y una superior de color

marrón oscuro, que se separaron en 1a forma habitual.

Las fases superiores reunidas, se lavaron con 700 m1 de agua, que

se añadieron a las fases acuosas restantes.

Unadeterminación del residuo, sobre una alícuota de las fases

acuosas reunidas, indicaron que las mismas contenían 442 g de sólidos,

los cuales no dieron positivo el ensayo de flavonoides, con cloruro

férrico y magnesio-ácido clorhídrico, y contenían una cantidad abun

dante de sales, y fueron descartados.

De 1a fase superior, se e.iminó el butanol, por evaporación con

agregado de agua, dando una suspensión acuosa que contenía 170 g de
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sólidos totales. Esta s13pensión se llevó a un litro con agua, y se

extrajo en forma continua con óter etílico durante 6 horas, obte

niéndose un extracto etóreo oscuro, cuyo residuo seco fue de 105 g.

A1concentrar este extracto, comenzó1a precipitación de un sólido,

que se filtró cuando se había evaporada el 90%de 1a solución inicial.

El filtrado, dio por cromatografía bidimensional una manchacon

RfA: 0, 65; th: 0,0 correspondiente a clorofila, y'no mostró manchas

de flavonoides, por lo que se descartó.

E1 sólido amarillo lavado con metanol 85%pesó 1,82 g y dio por

cromatografía bidimensionai RfA: 0,44; RfB: 0,10, y fue caracterizado

comoglucoluteolina.

La fase acuosa extraída con éter en la operación anterior, con

tenía 62 g de residuo aeco, fue concentrada a vacío añadiendo butanol

y destilando el azeótropo formado con el agua. Durante la evaporación

se produjo un nuevo precipitado amarillo, que fue filtrado cuando se

había evaporado el 901 de la solución acuosa inicial. E1 precipitado

lavado y secado, pesaba 2,25 g y se comportó cromatográficamente, en

forma idéntica a la glucoluteoiina separada anteriormente.

Caracterización de glucoluteolina. (3',4’,5-trihidroxi-7-0-{3-D-g1uco

, piranosil flavona). Los precipitados obtenidos de los extractos etóreo

y acuoso, que contenían la misma sustancia, se reunieron y se evapora

ron, y el sólido cristalizado de metanol, dio agujas amarillas de p.f.

256-2589. Su p.f. coincidió con el de un producto conteniendo 1,5
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moléculas de agua de cristalización, que no se eliminaron por calen

tamiento a 1059. Literatura, Nakamuragt.g;. (1936), p.f. 2589.

El punto de fusión de la glucoluteolina, ea variable, de acuer

do al solvente de cristalización, así Hattori y Matsuda (1954) dan

para el eesquihidrato, un p.f. 233-2349 (etanol), y este producto

aumenta su p.f. hasta 2549 empleando agua con adición de piridina,

para eu cristalización.

Analizada por co-cromatograffa en capa delgada con una muestra

auténtica, dio: ¿21221,Sist. I, Rf: 0,12; Sist. II, Rf: 0,48.

Poliamida: Sist. VI, Rf: 0,35. Cromatografía bidimensional: RfA:

0,39; ara: 0,10.

Propiedades espectroscópicae

y; (MeOH)Maxx 255 (103.84.35); 266 inflexión (4.31); 31.9

(4,34). MeONa):267; 299 inf.; ¿03. (C13Al): 279; 295 inf.

331; ¿27. (CJ3A1/CIH): 275; 292 inf.; 358; 383. (AcONa):

260; 265 inf.; 405. (AcONa/BO3H3):259; 374 nm. (Proc. I).

Los marimoa de absorción y los desplazmnientos de los mismos

por el agregado de los reactivos mencionados, coinciden con los indi

cados por Mabry22.21. (1970, p.96).

l¿5¿ (nujol): 3300 (hidroxilo); 1670 (cetona aromática); 798,

730 cm'l (aromático).

fi¿fi¿2¿ (0140): corresponde a1 TMSéter derivado de glucoluteolina:

3,46 (3 H, m, glucosilo); 3,74 (3 H, m, glucosilo'; ¿.90



(lH, m, glucosilo H-Cl); 6,30 (1 H, d, Jó_8: 2,3 Hz, fl-Có);

6,42 (1 H, e, 5-03); 6,62 (1 H, d, J6_8: 2,3 Hz, fl-Cg);

6,85 (1 H, c, J5c_6': 9 Hz, J5'_2‘: 1 Hz, 5-05.); 7,38 (2 H,

t, .19- 6‘: 9 Hz; J2¡_6': 2,3 Hz, 546., 5-02.).

Las señales correspondientes, coinciden con las descritas en le

literatura, Mabry25.31. (1970, p. 285).

Recuperación de glucoluteolina. A1 residuo TMSéter de glucoluteoline,

obtenido por evaporación e seco de le solución de 0140, se le agregó

l m1 de metanol 50%y se dejó e temnerature ambiente durante una no

che. E1 producto precipitado, se filtro, lavó e identificó comoglu

coluteolina. (p.f., p.f.m. y ca-cromatografíe fueron los indicados

anteriormente, demostrando que no ee había descompuesto el producto).

Heptaacetato de glucolnteoline. Se siguió el método empleado por

Tira 93.91. (1969). A una salmoión de 70 mg de glucoluteolina en

0,5 m1de piridina, se le agreró 0,8 m1de anhídrido acético, y se

dejó durante 12 hs e temperatura ambiente. Luego le solución se volcó

sobre une mezcla de hielo y agua (5 ml) de la cual ee filtro el hen

teaceteto, que recristalizado de etanol dio agujas blancas de p.f.

239-2410. Literature Tira ¿3.91. (1969). p.f‘. 228-2319.

I_J._V.(EtOH)Am¿x.: 253; 265 inf.; 351 nm.

l¿fi. (nujol): 1730; 1240cm-l (acetato).

5.123. (c0013): 2,06 (12 H, s, x. x cg3c02-giucosno); 2,32 (BH, s,
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qH3c02-c4.); 2,34 (3 H, s, cH3ooz-cj.); 2,43 (3 H, s, Qfi3032

-cS);1.,23 (2 H, m, H de cl y c5 de glucosilo); 5,30 (3 H,

s, H de C2’3 y 4 de glucosilo); 6,60 (1 H, s, fl-C3); 6,73

(1 H, d, J6_8: 2,5 Hz, 5-06); 7,04 (1 H, d, J6_8: 2,5 Hz,

H-cg); 7,38 (1 H, d, J5._6.: 9 Hz, fi-Csn); 7,77 (1 H, c,

J5._6.: 9 Hz, J2._6.: 2,5 Hz; 5-06.); 7,75 (1 H, d, J2._6.:

2,5 Hz; 5-62.) ppm.

Lae señales correspondientes coinciden con las descritas en 1a

literatura, Tira g;.g¿. (1969).

Tri-O-metil luteolina. A una solución de 43 mgde glucoluteolina en

3 m1 de metanol, ae le agregaron 3 m1 de una solución de diazometano

en éter. La mezcla se mantuvo refrigerada (5°) durante 24 hs con agi

tación ocaeional, añadiendo mae solución de diazometano, hasta persis

tencia de color mnarillo. En el transcurso de esta operación, apareció

un sólido cristalino que se separó por filtración (20 mg), y fue hi

drolizado con ClH 2N (5 ml) por calentamiento e reflujo durante una

hora. E1 sólido que se separó al enfriar, fue filtrado y recristaliza

do de metanol, dio cristales amarillentos de p.f. 280-2829. Hattori

y Matsuda (1954) P-f. 2849.

u (HeOH)>\m¿¡,z 254; 269 1mm; 293 inf.; 358 nm.

I. (nujoi): 3350 (hidroxiio); 2800; 1250cif1(éter).

Dv.

R.

R.M.P. (CDC13): 3,88; 3,91; 3,95 ( 9 H, 3 s, 3 x 0530-); 6,15 (1 H. d.
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J6_8: 2,5 Hz, 5-06); 6,30 (1 H, a, 5-03); 6,48 (1 H, d, J6_8:

2.5 Hz, 5-08); 6,85 (1 H, d, J5.,6.: 8 Hz, 5-05.); 7,30

(1 H, d, J2,_6,: 2,5 Hz, fl-CZ'); 7,39 (1 H, c, J5'_6I: 8 Hz,

J2._6.: 2,5 Hz, H-có.)

Hidrólísis ácida del glicósigg. Una solución de 300 mgde glucoluteo

line en 30 m1 de ácido clorhídrico 2Nfue calentada e reflujo durante

una hora. La suspensión resultante se filtró y lavó. Se obtuvieron

189 mg de un producto (rendimiento 98,5%), que recrístelizado de

etanol, dio agujas amarillas de luteolina de p.f. 328-3309. Perkin

(1896). p.f. 330-3310.

El punto de fusión de una mezcla con una muestre auténtica, no

mostró depresión. Analizada por co-cromatografía en cepa delgada dio:

¿12221: Sist. I, Rf: 0,05; Sist. II, Rf: 0,44. Poliamide: Sist. VI,

Rf: 0,30. Cromatografía bidimensionel: RIA: 0,54; RÍB: 0,03.

Progiedadea esngctroscógieaa

u. (MeOH)Amáxg 253 (log¿/.,66); 2 67 inf. (3,82); 293 inf. (4.37);

31.9 (4.1.2). (MeONa): 269; 325 1mm; 400. (CI3A1): 2'75; 302 inf.

332 inf.; ¿22. (Cl3Al/CIH): 276; 298 1nf.; 360; 386. (AcONe):

269; 325 inf.; 401. (AcONe/BO3H3):260; 370; 4301nf. nm.

(Proc. I).

l¿fi¿ (nujol): 3350 (hidroxilo); 1670 (carbonilo aromático); 850 crn’1



5;!¿B. (C1¿C): corresponde a1 TMSéter derivado de luteolina:

6,12 (1 H, d, J6-g: 2,5 Hz, 5-06); 6,30 (1 H, s, g-c3);

6,46 (1 H, d, J6_8: 2,5 Hz, 5-08); 6,82 (1 H, d, JSI.6': 8 Hz,

5-05.); 7¡2g (1 H, a, J2._6‘:2,5 Hz. 5-02.); 7,37 (1 H. e.

J50_6¡: 8 Hz; J2‘_6': 2,5 Hz, fi-Cóg).

La posición de las señales coincide con las señaladas por Mabry

2;.¿;. (197o, p. 263)

Tetra acetil luteolina. Fue preparada adaptando el método ya indicado

de Tira g¿.g¿.(1969), con anhídrido acético y piridina. El sólido amor

fo obtenido, recristalizado de benceno, dio agujas blancas de p.f.

223-2240. Nakaoki 21.21. (1961) p.f. 222-2239.

;¿3¿ (nujol): 173o; 1235cm'l (acetato).

g¿g¿g¿ (cn013): 2,30 (3 H, a, ¿53c02-); 2,33 (6 H, a, 2 x cggcoz-);

2.43 (3 H, a, Q53c02-); 6,61 (1 H, s, g-c3)¡ 6,89 (1 H, d,

J: 2,5 Hz, 5-06); 7,33 (1 H, a, Jó_8: 2,5 Hz. 5-03); 7.45

(1 H, d, J5._¿.: 9 Hz, 5-05.); 7,71 (1 H, d, J2._6.: 2,5 Hz,

5-02.); 7,85 (l H, c, J5._6,: 9 Hz; J2._6¡: 2,5 Hz, H-Cón).

La posición de las señales coincide con las señaladas por Koeppen

y Roux (1965).

Tetra metil luteolina. A una suspensión de 25 mg de luteolina en 5__.——-—-—
m1 de metanol, se le agregó en porciones 10 ml de una solución de

diazometano en éter. La mezcla se mantuvo refrigerada (59) durante
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48 hs. con agitación ocasional. Por filtración, se separó un sólido

amarillo pálido, que recristalizado de alcohol-agua, dio agujas de

p.f. 190-1919. literatura, Narasimbachariy Seshadri (19L9), p.f.

190-1929.

Propiedades espectroscópicas

m. (cnc13): 3.92 (3 H, s, cg3o-); 3.99 (9 H, s, 3 x 0530-);

6,37 (1 H, d, J6-g: 2,5 Hz, g-có); 6,51 (1 H, a, J6-g: 2,5

Hz, 5-08); 6,59 (1 H, s, 5-03); 6,92 (1 H, d, J5|_6o: 8 Hz,

5-05.); 7,28 (1 H, d, J2._6.: 2,5 Hz, g-czm 7,49 (1 H, c,

J5'_6|: 8 Hz! J20-6|: 2.5 Hz, 11'06!) Pm.

Caracterización de glucoaa. El filtrado obtenido de 1a hidrólisis

ácida del glicósido (105 mg), llevado a seco, reveló 1a presencia de

glucosa por co-cromatografia en placa delgada, Rf: 0,39 (Avicel, Sist.

IV, revelador: bencidina-ácido tricloroacético, Bacony Edelmen(1951))

y además, comparación con una muestra auténtica, por cromatografía

gaseosa, Tr: 10,1 min. (Condiciones indicadas anteriormente).

La solución acuosa restante, obtenida del extracto metanólíco,

por extracción, primero con butanol y luego éter, volvió a der las

cuatro manchascaracterísticas de los flavonoles y los glicoflavonoles

que contenía al comienzo de su tratamiento. Su separación se efectuó

mediante el empleo de una columna de poliumida, como se indica n

continuación:
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Cromatografía de le solución acuosa de flavonoide . Una parte de 1a

solución acuosa (extraída con butanol y con éter etílico), contenien

do 2,3 g de residuo, se disolvió en 20 ml de agua, y la solución re

sultante se hizo pasar por una columna cromatográfica de poliamida

(100 g, 5 x 43 cm) preparada como se indicó en Métodos Empleados.

A continuación se eluyó con los sistemas de solventes indicados en

la Tabla 12. Se recogieron fracciones de 33 ml en un colector automá

tico, separandose las mismasen base a la variación de las intens‘

dades de absorción de cada fracción (lectura a 280 mn).

El contenido de las distintas fracciones se estxdió por c.c.d.

(Avicel, Sist. I), y cromatografía bidimensional en aapel. Segun las

condiciones empleadas, los flavonoides comenzaron a eluirse con

metanol 50%.

Caracterización de rutina y luteolina. Fracciones 101-123.

Esta fracción analizada por cromatografía bidimensional, mostró

la presencia de un producto de RfA: 0,55; RfB: 0,04, y otro de RfA:

0,45; RfB: 0,58. Estos compuestos fueron separados por cromatografía

preparativa en papel, con el sistema de solventes I, y se confirmó

la presencia de luteolina (Sist. I, Rf: 0,03) y rutina (Sist. I, Rf:

0.51).

Una parte de las fracciones 101-123 (180 mg), se disolvieron en

metauol, y se depositaron en papel Whatmann3MMpara la cromatografía

preparativa, tal comose indicó en la parte de Métodos Empleados.
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Cromatografía de 1a solución acuosa de flavonoides en columna de

Fr. N9 Solvente peso reaccion producto obtanido
mg (x)

1-9 agua 

10-76 MeOH 20% 700 (-) aceite fluorescente azul

77-91 " 30% 90 (-)

92-100 " 40% 60 (i)

101-123 " 50% 256 (+) sólido amarillo (rutina
y luteolina)

124-147 u 50% 300 (+) sólido amarillo (rutina
iaoquorcitrina y glucolu

teolina
148-171 " 75% 78 (+) sólido amarillo ( isoque;

- citrina e impurezas)
172-195 " 75% 62 (+) sólido amarillo (iaoquer

citrina)
196-225 " 100% 8 (+) aceite.

226- 234 c1H 0,5 N 10 (-)

235-248 ClH 1 N aceite espeso oscuro

(x) reacción para fenoles con magnesio y ácido clorhídrico.



151

Se desarrollaron los papeles hast: 2 cmdel extremo inferior,

y luego se evaporó el solvente a temperatura ambiente. Las dos bandas

que contenían los productos fenólicos, se separaron del papel y se

cortaron en trozos pequvños que fueron extraídos con metanol acuoso

(85:15), repitiéndoae este proceso hasta reacción negativa de flavo

noides.

Luteolina (3',4',S,7-tetrahidroxi flavona). La evaporación del solven

te, apresión redusida, del eluído de 1a banda de Rf: 0,03, dio agujas

amarillo pálido de p.f. 330-3319idénticas a laa obtenidas por hidró

lisis de glucoluteolina. (p.f.m.; co-crom.; U.V.; I.R. superponible).

M (3' ,l,‘,5,7-tetrahidroxi-3-(6-0-°(-L-raunnopiranosil- (¿-D-gluco
piranosil)-f1avonn. La evaporación del SOIVuntedel eluído de la ban

da de Rf: 0,51, dio un sólido amarillo, que recristalizado de agua,

dio agujas amarillas de p.f. 190-1929que coincidió con los datos re

gistrados en la literatura, para rutina con 3 moléculas de agua de

cristalización. [dJÉP:: - 40,4 (c: 0,861, piridina). Harhammergt._l.

(1966), quien hizo una síntesis de rutina, obtuvo p.f. 188-1909,

[aL]És; - 36,9.
Su identidad fue confirmada por co-cromatografía en capa fina,

Av_1ce_1,Sist. I, Rf: 0,51; Sist. II, Rf 0,59; 391mm, Sist. VI

Rf: 0,52. Cromatografía bidimensional, RfA: 0,46; Rffi : 0,55.

Sus propiedades espectroscóoicaa (U.V., [.R. y R.M.P.), coinci

dieron con las registradas en la literatura.



152

Hidrólisis ácida de rutina. Una solución de 250 mg de rutina en 15

m1 de metano., fue calentada a reflujo con 15 m1 de ácido sulfúrico

4%durante dos horas. El producto de 1a reacción ee erfrió, primero

u temperatura ambiente, y luego en baño de hielo, obteniéndose un só

lido amarillo que ee filtró y lavó con agua hasta neutralidad. Re

criatalizado de etanol 70%dio agujas de quercetina (102 mg, 98%),

de p.f. 300-3019. El punto de fusión mezcla con una nuestra autén

tica no dio depresión.

Sus propiedades espectroecópicas (U.V.; R.M.P.), coincidieron

con las registradas en la literatura.

El filtrado de la solución de hidrólisis, fue cromatografiado

en capa delgada (Avicel, Sist. IV, revelador, biftalato de anilina).

Dio dos manchas de Rf: 0,49 y 0,61 que corresponden a glucosa y ram

nosa respectivamente. E1 análisis por cromatografía gas-líquido

(glucosa,.Tr: 10,10 min; ramnosa, Tr: 5,66 min; condiciones ya indi

cadaa anteriormente), corroboró el resultado anterior, indicando,

sus áreas relativas, una relación 1:1 entre ambosazúcares.

Penta acetil quercetina. A ¿3 mgde la quercetina obtenida por hidró

lisis de rutina, fuercn tratados en la formahabitual. Recristalizada

de metanol, dio aguja: blancas de p.f. 190-1929. Nakamuragt._¿.

(1936) dio p.f. 188-1909

;¿fi. (nujol): 1730cm"1(éster alifático).

R.M,P. (cnc13): 2,32 (12 H, e, 1 x 0530024; 2,1,2 (3 H, a, c53002—
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en 03): 6»87 (1 H. d. JH: 2 Hz. 11-06); 7.33 (111, a,

¡16.832 Hz, H,d, JS'_6‘:9 Hz,H_CSI);
7,69 H,d,J2'-6‘:2Hz. H,c, J5|_6|:
9 Hz; J2._6.: 2 Hs, fl-Cóu) ppm.

Caracterizaciónde Isoquercitrina. (3',4',5,7-tetrahidroxi-3-0- fl)

D-glucopiranosil flavona). Análisis de 1a fracción 172-195.

Estas fracciones analizadas por cromatografía bidimensional,

mostraron 1a presencia de un producto con RfA: 0,49 y RfB: 0,28.

Su purificación se efectuó depositando hasta 180 mg de sólido

en solución metanólica en papel Nhatmann 3MM,que fue eluido ccn

el sistema de solventes I. La- banda conteniendo isoquercitrina

(Rf: 0,30) sa separó del papel, y se eluyó con metanol 85%.

La evaporación del metanol a presión reducida, dio ¿13 mg de

un sólido que recristalizado de metanol acuoso (70%). dio agujas

amarillo pálido de p.f. 221-2239, que corresponde a un producto con

L moléculas de agua de cristalización.[0l]¡2)2 = - 36,62 (c : 0,66,

piridina). El punto de fusión mezcla con una muestra auténtica no

mostró depresión. Hürhammergg.g¿., (1968) quienes hicieron su sinte

sis dieron p.f. 217-2189,[0q 36 2.- 38,47. Sandoy Bartlett (1922)

dieron p.f. 220-2229 para una muestra aislada de 233 E223,

Analizada por co-cromatografia en capa delgada, dio: ¿giggl,

sist. I, Rf: 0,35; sist. II, Rf: 0,60; 221135125,siet. VI, Rf: 0,35.

Cromatografía bidimensional: RYA:0,49; HFB: 0,35.
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en C3); 6,87 (1 H, d, J6_B: 2 Hz. 5-06); 7,33 (1 H, d,

J6_8: 2 Hz, 5-08); 7,33 (1 H, d, J5._6,: 9 Hz, g-cs');

7,69 H,d.Jz‘-6':2Hz, H,c, ¡ISI-6|:
9 Hz; J2._6.: 2 Hz, fl-Có.) ppm.

Caracterizaciónde Isoquercitrina. (3',4',5,7-tetrahidroxi-3-O- fl)

D-glucopiranosil flavona). Análisis de 1a fracción 172-195.

Estas fracciones analizadas por cromatografía bidimensional,

mostraron 1a presencia de un producto con RfA: 0,49 y ara: 0,28.

Su purificación se efectuó depositando hasta 180 mg de sólido

en solución metanólica en papel Hhatmann 3MM,que fue eluído ccn

el sistema de solventes I. La- banda conteniendo isoquercitrina

(Rf: 0,30) se separó del papel, y se eluyó con metanol 85%.

La evaporación del metanol a presión reducida, dio 413 mg de

un sólido que recristalizado de metanol acuoso (70%), dio agujas

amarillo pálido de p.f. 221-2239, que corresponde a un producto con

L moléculas de agua de cristalización.[ÜqÉ2 =:- 36,62 (c z 0,66,

piridina). E1 punto de fusión mezcla con una muestra auténtica no

mostró depresión. Hürhammerg;.g¿., (1968) quienes hicieron su sínte

sis dieron p.r. 217-2180,[0L] ¡236= - 38,47. Sando y Bartlett (1922)

dieron p.f. 220-2229 para una muestra aislada de 223 2213,

Analizada por co-cromatografía en capa delgada, dio: Avicel,

sist. I, sz 0,35; sist. II, Rf: 0,60; Poliumida,sist. VI, Rf: 0,35.

Cromatografía bidimensional: RfA: 0,49; RfB: 0,35.
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Sus propiedades espectrnscópicua (U.V., R.M.P.) coincidieron

con las descritas en la literatura (Hürhammerg;.g;., 1968).

Hidrólisis ácida de isoquercitrina. Unasolución de 50 mg de iso

quercitrina en S m1de ¿cido clorhídrico 2N, fue oalentada a reflu

jo durante 2 horas. Luego se enfrió, precipitando un sólido amari

llo. Recristalizado de etanol 701, dio quercetina de p.f. 310-3139

la cual coincidió en todas sus propiedades físicas y eapectroscópicas

con 1a quercetina obtenida anteriormente.
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ESTUDIO DEL LATEX DE FRUTOS DE M. BRACHYSTEPHANA

Se obtuvo el látex, tomandofrutos frescos y maduros, a los cua

les se le eliminaron las semillas. El resto fue prensado, obteniéndo

se un líquido de color blanco, viscoso, de aspecto lechost.

A 130 ml de latex, se agregaron 230 ml de alcohol, y se calentó

a ebullición. La suspensión se filtró en caliente, obteniéndose una

solución hidroelcohólica de color amarillo pálido y un sólido resino

so amarillo, que se descartó.

Por enfriamiento del filtrado anterior, y al concentrar, preci

pitó tn sólido blanco cristalino (4,73 g) que analizado por c.o.d.

mostró la presencia de varios componentesque dieron positiva la reac

ción ce Liebermann-Burcherd, y con Rf 0,70; 0,58 (el mas importante)

y 0,32 (sílice gel-clorofonmo).

Estos componentes fueron separados por pasaje a través de una

columnacromatografica de sílice gel, en condiciones similares a las

indicadas anterionmente en las Tablas 8 y lO. Se obtuvieron los siguien

tes productos, que fueron identificados a través de las constantes fí

sicas que se indican: a) Rf 0,70: trans-cinameto de germanicol (1630

mg). p.f‘. 248-2509;Más: 48,7; co-cromat., p.f.m., LR. superponi

ble; b) R! 0,58: acetato de germanicol (2380 mg), p.f. 272-27L°,Ibd ¿8:

+ 18,0; co-cromat., p.f.m., I.R. superponible; o) Rf 0,32: germanicol

(245 mg), p.f. l76-177°;[UJIDB:+6,9; co-cromat., p.f‘.m.. LR. superpo
nible o
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B. Morrenia conectens Hslme

Unamuestra de la parts aérea, molida y seca (1500 g), obtenida en

1a ciudad de Fonmosa, se trabajó como se indicó para M=brachlstephane.

La extracción con solventes, dio un Extracto en éter de petróleo,

102,3 g (6,85); un Extracto en cloroformo, 34,5 g (2.3%) y un Extracto

sn metanol, 255 g (17,1%).

Los tres extractos fueron estudiados prácticamente en 1a mismafor

ma que se indicó anteriormente.

Extracto en éter de petróleo. Este extracto fue fraccionado en una co

lumnade sílice gel similar a 1a descrita en 1a Tabla 8.

Las primeras fracciones dieron una mezcla de hidrocarburos, que

se oristalizaron comose indicó y que analizada por c.g.1. dio: 627,

2.8%; 023. 1.3%; C29. 3,2%; 030. 2.6%; 031. 39,753 C32, 6.5%; C33, 33.31.

Las fracciones elufdas oon una mezcla de éter de petróleo/benceno

en relación 8:2 se cromatografíaron en una columade sílice gel simi

lar a 1a descrita en la Tabla 10, de la cual se eislaron: trans-cina

mato de germanicol, p.f. 248-2509 (acetato de stilo); EX]%0;+8,33

(c: 2,21 cloroformo); co-uromat., p.f.m., I.R. superponible, y aceta

to de germanicol, p.f. 27 -272° (acetona); Eüqgoz+l7,2 (c: 2,51 cloro

rormo); co-cromat., p.f.m., I.R. superponibla.

Las fracciones eluídas con benceno-cloroformo 1:1, dieron germa

nicol, p.f. 175-1769(acetona); kilágz +5.) (c: 2,30 cloroformo); co

cromatograffa, p.f.m., I.R. superponible.
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El producto de la hidrólisis básica, de una paste del extracto

en éter de petróleo, cromatografiado en una columna le siiica gel

similar a 1a indicada en la Tabla ll, permitió aislar la fracción de

fitosteroles. Su identificación se realizó por comparaciónde los

tiempos de retención relativos al colesterol (Trr) en cromatografía

gas-liquido. Se determinó la presencia de sitosterol y campesterol

en una proporción aproximada de 8:2.

Extracto en cloroformo. El contenido del mismo, no fue analizado, se

gún lo explicado para M. brachzstsghana (reacción negativa de alcaloi

des y de glicósidos cardenolidos) y fue descartado.

Eztracto en metanol. Este extracto, estudiado por cromatografía bidi

mensional en papel, mostró la presencia de cuatro flavonoides con R!

idénticos a los encontrados en M. brechzsteghana.

Luego de efectuar una partición con solventes. comola anteriormen

te descrita, combinandola cromatografía en columna de poliamida con

cromatografía preparativa en papel, se aislaron: a) glucoluteolina,

p.f. 256-2589 (metanol), p.f.m., co-cromat. en 3 sistemas (Sist. I, II

y VI); U.V. (con agregado de reactivos especificos). Su hidrólisis dio

luteolina, p.f. 325-3289, co-cromat., U.V., y glucosa, co-cromat. y

c.g.l.; b) rutina: p.f. 189-1919,Ei32: -Ll,3 (c: 1,12 piridina); p.f.m.

co-cromat. en J sistemas; U.V. (con agregado de reactivos específicos);

su hidrólisis ácida, condujo a quercetina, co-cromtt.; ].V. y ramnosay

glucosa, co-cromat., c.g.l.



158

Le identificación de luteoline e isoquercitrine, componentesfle

vonoides minoritarios, presentus en este extracto, se realizó por co

crometogrsfís en 3 sistemas de solventes (ademásdecrometogrefíe bidi

mensionsl), y por los espectros de absorción U.V., y el comportamien

to de los mismospor edición de los reactivos habituales, que coinci

dió con los de muestres auténticas.
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C. Morrenia odorata (Hook. et Arn.) Lindley

Unamuestra de la parte aérea de esta especie (1800 g), molida

y seca, se procesó comoen los casos mencionados anteriormente.

La extracción con solventes, dio un extracto en éter de petró

leo, 77,4 g (4.3%); un extracto en cloroformo. 32,4 g (1,8%) y un

extracto en metanol, 306 g (17%). Comoen los casos anteriores, el

extracto en cloroformo fue descartado.

Extracto en éter de patróleo. El contenido de este extracto fue frac

cionado nn columnas de sílica gel, comoya se ha indicado. Las pri

meras fracciones eluídas con éter de petróleo, dieron una mezcla de

hidrocarburos lineales de p.f. 66-699, cuyo contenido estudiado por

c.g.l. fue: 025, 4.3%; 027, 3,3%; 028. 1.5%; 029. 10.4%; 030, 1.9%;

C31, 51,71; C32, 1,9%; C33, 17,7%.

La elucián con solventes de polaridad creciente, permitió ais

lar: a) cinamato de garmanicol, p.f. 240-2459, E1131:48,90 (c: 3,0

clorofonno); co-cromat., p.f.m., I.R. superponible; R.M.P.; b) ace

tato de germanicol, p.f. 266-2709, EÍ]ÉQ:+18,0 ; co-cromat., p.f.m.,

I.H. superponible; c) germanicol, p.f. 266-2709, [ ¿8: + 5,9 (c: 3,0

clorofonmo); co-cromat., p.f.m., I.R. superponible; d) mezcla de si

tosterol y campesterol, identificada nor comparaciónde sus tiempos

de retención relativos al colesterol p)r c.g.1.

Extracto en metanol. Este extracto mostró por cromatografía bidimensio

nal en papel, la presencia de 4 flavonoides que son los mismos encon
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Se hizo la partición habitual de este extracto, con butanol

agua, y por cronatograffa en papel preparativa, ae aislaron:

glucoluteolina, p.f. 244-2469;p.f.m.; co-cromatograffa; U.V.;

rutina, p.f. 187-1929.Bilzozz -40,2 (c: 0,8,piridina), p.f.m.,
co-cromatograffa; U.V.; luteolina e isoquarcitrina, fueron identi

ficados por co-cromatograffa (Sistemas I, II y VI); y eapectroaco

pfa U.V. con posterior agregado de los reactivos habituales.
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D. OTRAS ESPECIES DE MORRENIA.

De algunas especies de Morrenia, sólo se pudo disponer de peque

ñas muestras, por lo que fue necesario aplicar procedimientos que per

mitieran una mayor sensibilidad en la detección de los componentes si

milares a los aislados en las especies ya indicadas, o compuestosrela

cionados.

Con la experiencia adquirida en las tres especies de Morrenia an

teriores, ee desarrolló un método, que luego se aplicó en forma siste

mática, donde se combinanlas diversas técnicas oromatográficas, que

demostró ser lo suficiente sensible comopara poder analizar muestras

de l g o mayores.

METODO.5 g del vegetal seco y molido (parte aérea), se extrajeron en

Sohxlet hasta agotar, en forma sucesiva con éter de petróleo, clorofor

mo y metanol (100 ml de cada uno)(aproximadamente 3, 4 y 6 ha respec

tivamente).

Extracto en éter de petróleo. Unaparte del residuo de la evaporación

del solvente (100 mg uprox.) se disolvieron en 3 ml de éter de petróleo

y fue cromatografiado en une columna seca de siiica gel (10 g, 12 x l

cm), recogiendose fracciones de 5 ml, con los siguientes sistemas de

solventes: éter de petróleo (30 ml); é1er de petróleo-benceno, 1:1,

(LOml); benceno (40 ml); cloroformo (40 ml) y metanol (¿0 m1). Las

fracciones con igual contenido, se reunieron, estudiéndose individual

mente, por c.c.d. y c.g.1. comparandose los Rf y Tr de sus componentes
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con muestras puras.

La cromatografía preparativa en placa delgada (500 u), de estas

fracciones, permitió obtener en algunos casos, sustancias puras para

el análisis por métodos ospectroscópicos y determinación de sus cons

tantes fisicas.

Otra parte del extracto en éter de petróleo (50-100 mg), se hi

drolizó en una mezcla de hidróxido de potasio en etanol(10%), 20 ml,

y 10 m1 de benceno, durante 3 horas a reflujo. Luego la solución se

acidifizó, y se extrajo con cloroformo, se sacó el extracto clorofór

mico con sulfato de sodio y después de evaporar el solvente, se estu

dió su contenido por c.c.d. y c.g.1.

Extracio en cloroformo. Sobre este extracto se hicieron ensayos de

alcaloides y glicósidos cardiotónicos, ya mencionados. Para el caso

de las Morrenias, al obtenerse resultados negativos para ambostipos

de sustancias, el extracto se descartó.

Extracto en metanol. Luego de concentrarlo a 1/5 del volumen inicial,

fue cromatografiado en placa delgada de celulosa (Sistemas I y II),

poliamida (Sistema VI) y cromatografía bidimensional en papel (c.b.p.)

Se compararon los Rf con los de muestras puras de glicósidos f1avonoi

des y agliconas.

Cuandono hubo superposición de manchas en 1a c.b.p., éstas se

cortaron y se eluyeron con metanol, empleandose la solución, luego de

concentrarla, para obtener el espectro U.V. y estudiar su comportamien

to frente al agregado de los distintos reactivos de desplazamiento.

(Ver en Métodos Empleados, Espectros de Absorción Ultravioleta).
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Siguiendo procedimientos análogos a los recién descritos, se

analizaron pequeñasmuestras de todas las especies recibidas, y en

particular se aplicaron al estudio de M. Schulziana, M. stormiana y

M. etuckertiana.

Los resultados encontrados, son similares a los descritos para

las especies anteriores, observándose un predominio del trans-cinamato

de germanicol frente al acetato y al alcohol libre; miertres que en

el extracto en metanol, se observó le ausencia total o parcial de

los flavonoides del grupo de la luteolina.

COMPUESTOS IDENTIFICADOS

Alcanos. Los porcentajes relativos par; las tres especies, según el

estudio por c.g.l., se transcriben en la Tabla 13.

TABLA 13

Alcanos identificados en M. schulziana, M. stonmiana y M. stuckertiana

n át. de C. 23 2.4 25 26 .27 28 29 3C 31 32 33

M. schulziana 1,13 0.5 2,1 1,7 2,8 2,0 ¿,7 2,7 ¿4,2 ¿,6 27,6

M. stormiana 0.9 0.5 2,5 1.7 5.0 1,6 6.7 2.4 47.3 ¿.5 23.5

M. stuckertiena 0,7 - 2.9 -— 7.3 1.2 8.8 2.1 51.5 4.3 19.5

Triterpenos y fitoeteroles. Se aislaron los mismosproductos ya des

critos para las otras especies de Morrenia.

Para M. stormiana y M. stuckertiana, se pudieron purificar mues
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tras de t-cinamato de germanicol sobre las que se hicieron constantes

físicas.

De 1a hidrólisis básica se aisló en todos los casos germanicol,

cuyas constantes coincidieron con las anteriormente descritas.

Las 3 especies contienen mezclas de fitosteroles en pequeña pro

porción, y por comparación de sus Tr en cromatografía gas-liquido. ae

identificaron sitosterol y oanpesterol.

Flavonoides. Emplesndométodos cromatogróficos comose describió

antes. se identificaron los compuestosflavonoides indicados en 1a

Tabla 14.

TABLA 14

(lucoluteolina Luteolina Rutina Isoquercitrina

M. schulziana - - + *

H. stormiana - - + +

M. stuckertiana * - + +

Se efectuó en todos los casos co-cronatogrsfía con compuestos

puros y los espectros de absorción ultravioleta, con el eluído de

la cromatografía bidimensional.

En ninguna de las tres especies se detectó otro tipo de compues

tos Ilavonoides.
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APENDICE

DATOS DE RECOLICCION Y CLASIFICACION JE MUESTRAS REPRESENTVTIVAS DE

LAS ESPECIES VEGETALES ESTUDIADAS

Morrenia brachlsteghana Griaeb.

SI 26597. Recolectada en mayo y junio de 19'72 por el Sr.

Giaoopello en lee proximidadee de la ciudad de Formosa.

Cloeif. Ing. Burkart.

SI 26598. Mayode 1972. Leg. Ing. Beñatena, ciudad de Con

cordia, Entre Ríos. Clasif. Ing. Burkart.

Mozzggja odorata (Hook. et Arn.) Lindley

LIL 513874. Diciembre de 1972. Leg. H. Blanco, ciudad de

Caetelar, provincia de BuenosAires. Claeif. Dr, T; Mayor.

Junio 1973. Leg. Sr. Zeiseneie, ciudad de Bartolomé de 1ae

oaeae (Formosa). Claoificada Ing. Burkart.

Morrenia conectens Malme

SI 26780. Julio y agosto de 1973. Leg. Giacopello, Formosa

Clasif. Ing. Hurkart.

Morrenia echulziana Mayer

SI 26907. Noviembre de 1973. Leg. Dr. Schulta. Colonia Beni

tez (Chaco). Clasif. Ing. Burkart.

Egzrenia atormiana (Morona) Halle

SI 26906. Noviembre de 1973. Leg. Dr. Schulta, Colonia Bení

tez (Chaco). Claeif. Dr. Schultz.
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Morrenie stuckertisns (Kurt: ex Stuekert) Melme

SI 26908. Febrero de 1974. Leg. Dr. Julisni, ciudad de Cór

doba. Clesif. Ing. Burkert.

SI son las siglas del Herbsrio del Instituto de Botánica Dervinion

(BuenosAires) g LIL son las siglas del herbario del Instituto Miguel

Lillo (Tucumán), lugares donde se hallen depositadas las muestres de

las especies estudiadas.
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